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凡  例 
AP alkaline phosphatase 
BCA bicinchonic acid 
BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 
BSA bovine serum albumin 
CBB Coomassie Brilliant Blue 
DMSO dimethyl sulfoxide 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
Hlg γ-hemolysin 
Hlg2 Hlg2 (S) component of γ-hemolysin 
HPMNLs human polymorphonuclear leukocytes  
HRBC human red blood cell 
IPTG isopropyl-1-thio-β-D-galactoside 
Kan Kanamycin 
LB Luria-Bertani (medium) 
Luk Leukocidin 
LukS-PV LukS-PV (S) component of PVL 
LukF LukF (F) component of γ-hemolysin/Leukocidin  
LukE LukE (S) component of LukED 
LukD LukD (F) component of LukED 
NBT nitro blue tetrazolium 
O.D optical density 
PBS phosphate buffered saline 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
PC Phosphatidylcholine 
PMN polymorphonuclear cell 
PVDF polyvinylidene difluoride  
PVL Panton-Valentine leukocidin 
SAB sample application buffer 
SDS sodium dodecyl sulfate 
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第一章 緒言 
  
感染症と細菌の病原因子 
 
感染症とは、病原体(ウィルス、細菌、真菌、寄生虫など)が環境を介し、ヒトや動物
の相互間、あるいは動物-ヒト間の接触を通じてヒトや動物の体内に侵入することで引
き起こされる疾患である(藤森, 1988)。19 世紀の終わりから 20 世紀初頭までの間に、細
菌が感染症の原因となることがコッホやパスツールらによって明らかにされ、様々な病
原因子が発見された。その後菌に対抗する手段としてのバクテリオファージによるファ
ージ療法をへて、フレミングによるペニシリンやリゾチームの発見、その後の抗生物質
の実用化と各種ワクチンの開発によって、20 世紀中盤には、感染症の治療は簡単と思
われるようになった。しかしながら、抗菌治療、特に抗生物質の使用が増えるにつれて
ある問題が出て来た。耐性菌の出現である。細菌の進化速度は動物のそれよりも桁違い
に速いため、細菌感染症に立ち向かう人類の科学および医療技術の進歩と、それにうち
勝つ変異株出現は、まさにイタチゴッコである。細菌の死滅を目的とした薬剤の開発と
その薬剤を耐える耐性菌の出現という無限サイクルが繰り返されている中で、経済的な
側面もあり、抗菌薬の開発速度が遅くなり、また開発の限界の兆候も見られる(Rice, 
2006)。 
耐性菌が出現した大きな原因は医療現場や畜産現場での抗生物質の乱用であると考
えられる。従って、抗生物質の乱用の状況を改善するために、新たな治療効果を持つ薬
剤の開発が望まれている。例えば、細菌を直接殺害するのではなく、症状の緩和や細菌
の病原因子を無毒化または抑制する薬剤がその候補になる。そのためには、病原菌が病
気を起こす原因となる病原因子とその作用機構の研究は非常に重要である。 
 
黄色ブドウ球菌の二成分性膜孔形成毒素と感染症 
 
黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)はヒトや動物の常在菌となるグラム陽性通性
嫌気性球菌である。ヒトにおいては化膿性の皮膚疾患や肺炎が、ウシにおいては乳房炎
が問題となっており、さらに調理者や感染牛由来の牛乳由来のエンテロトキシンによる
毒素性食中毒はあとを絶たない。抗生物質の実用化後には、メチシリン耐性黄色ブドウ
球菌（MRSA）に代表される耐性菌が出現した。MRSA は mecA と名付けられた遺伝子
 2 
 
の獲得によって生じた耐性菌であり(Wielders, 2002)、細菌の細胞壁を構成するペプチド
グリカンの合成に関わるペプチドグリカン合成酵素が β-ラクタム系抗生物質が結合で
きないように変異したために（PBP2'）それら抗生物質の作用を回避する。そして、ほ
とんどの MRSA が、ペニシリンだけでなく、セフェム系、カルバペネム系、ニューキ
ノロン系、アミノグリコシド系薬剤などに対して多剤耐性となっているため、抗生物質
による治療が困難となる。 
黄色ブドウ球菌の病原性は、多彩な分泌毒素や侵襲性酵素によるものである。中でも、
血球細胞を標的とする膜孔形成毒素（PFT）群は、免疫系細胞を破壊することから本菌
の最も重要な毒素グループの一つである(Prevost, 2005)。本菌は多種多様な PFT を分泌
する。本菌の産生する PFT は δ-ヘモリジンに代表される α-へリックス構造を有する低
分子量ペプチド毒素グループと β ストランドに富んだ構造を有する β バレル膜孔形成
グループの 2 つのサブグループに分類される。β バレル構造を持つ毒素はさらに、一成
分性の α-hemolysin と活性発現は２つのタンパク成分を要求する二成分性毒素ファミリ
ーに分類され、後者には Leukocidin (Luk)や Pantone Valentine Leukocidin（PVL）、γ-
hemolysin (Hlg)、Leukocidin ED (LukED)などがある(Kaneko and Kamio, 2004)。これらの
うち、Leukocidin 群は白血球を崩壊することで免疫系を撹乱させ、感染を促進すること
と考えられている。一方、γ-hemloysin は好中球、マクロファージ、ヒト単球などに加え、
ヒトやウサギなどの赤血球細胞も崩壊できる特徴がある(Sugawara et al., 1997)。γ-
hemolysin の崩壊活性は、α-hemolysin と比較してもヒト赤血球に対して非常に強力に作
用する。これら hemolysin が赤血球を崩壊することで、血液中において増殖に必要な鉄
の獲得に寄与していると考えられている。 
PVL はヒト単球、マクロファージや好中球などに特異的に作用する(Spaan et al., 2017)。
PVL を生産する黄色ブドウ球菌は重篤な皮膚軟組織の炎症や化膿性感染、特に蜂巣炎、
膿瘍などの疾患と関連がある(Rice, 2006)。これらの患者らから取得した黄色ブドウ球菌
の PVL 陽性率は 50%~93%に上る(Saïd-Salim et al., 2005)。Martinez-Aguilar らが 56 株の
小児の市中獲得型黄色ブドウ球菌をを解析したところ、PVL の陽性率は全体で 59%に
なり、さらにそのうちの薬剤耐性を獲得した市中獲得型(CA)-MRSA での陽性率は 87%
であった(Martinez-Aguilar, 2004)。 
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一方、LukED は 1998 年に発見され(Gravet et al., 1998)、その後 Morinaga らが発見し
た LukDEv(Morinaga et al., 2003)などを含む一群である。これらの LukED はヒトやウシ
の黄色ブドウ球菌臨床分離株の過半数が保有し、ウサギ好中球細胞、ウサギ赤血球、ネ
ズミ白血球およびヒト白血球に作用する。さらに最近では LukED による宿主貪食細胞
の崩壊が、ネズミ全身感染を促進することや、LukED の分泌は宿主生体内における黄色
ブドウ球菌の増殖促進に関わることなどが報告されている（Alonzo et al., 2013）。   
このように、二成分性毒素を含む膜孔形成毒素は本菌の感染のために、様々な重要な
役割を果たしていることが示唆されている。 
 
二成分性膜孔形成毒素研究の歴史 
 
Leukocidin は 1932 年に Pantone と Valentine によって（Panton and Valentine, 1932）、γ-
hemolysin は 1938 年に Smith と Price によって(Smith and Price, 1938)、それぞれヒトやウ
サギなどの白血球および赤血球を特異的に崩壊する毒素活性として発見された。その後、
Woodinによりは陽イオン交換カラムでロイコシジンが標的細胞崩壊活性にはS（LukS）
と F（LukF）のそれぞれ２つの蛋白質成分が必要であることが見いだされた(Woodin, 
1960)。また、Guyonnet と Plomment は、γ-hemolysin が Hlg1 と Hlg2 の二成分からなる
ことを発見した(Guyonnet and Plommet, 1970)。 
当研究室の Rahman らは 1991 年から 1993 年にかけて、Leukocidin と γ-hemolysin の
各成分の遺伝子がクローン化に成功した。それにより、1) LukS と LukF の遺伝子はこ
の順に並んで一つの転写単位を形成しており、Hlg2 遺伝子は LukS のすぐ上流に単独で
存在し、Hlg/Luk クラスターを形成していること、2) γ-hemolysin の Hlg2 成分は LukF と
同一であり、LukF は両毒素の共通成分であること、3) LukS と Hlg2 が血球の認識に関
与していること、そして、4) LukF と LukS で「Leukocidin (Luk)」、LukF と Hlg2 とで「γ-
hemolysin（Hlg）」活性を有することを明らかとした(Rahman et al., 1991, 1992, 1993)。
一方、1995 年に Piemont らによって S. aureus ATCC49775（V8）株から Leukocidin とは
塩基配列が異なり、ヒト白血球に対して高い特異性を示す毒素が同定され、最初の発見
者らの名前を取って Paton-Valentine leucocidin (PVL)と命名した(Prévost et al., 1995)。V8
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株は前述の Hlg/Luk クラスターと PVL 遺伝子と 2 つのロイコシジン遺伝子座を持って
いた。さらに、1997 年から 2001 年にかけて当研究室の Kaneko らにより PVL クラスタ
ーが複数のプロファージのゲノム上に存在することが発見され、ファージによる水平伝
播が起こることが分子レベルで証明された(Kaneko et al., 1997, 1998; Narita et al., 2001)。
PVL 遺伝子が一部の S. aureus 分離株に偏在しているが、その理由の一端はファージ変
換にあると考えられている。さらに、Choorit と Kaneko らによりウシ由来の P83 株から
LukM/LukF-PV(P83)が見いだされ(Choorit, 2015; Kaneko et al., 1997)、こちらもプロファ
ージ上にコードされていることが明らかになっている(Zou et al., 2000, Yamada et al., 
2005)。LukM/LukF-PV(P83)（または LukMF’）はウシをはじめとした家畜の分離株で見
いだされウシ白血球に対する活性が強い(Barrio et al., 2006; Rainard et al., 2013 ). 
S. intermedius でも LukS-I/LukF-I (LukI)が発見された(Prevost, 1995)。また 2017 年にウ
マに由来する 6 つの異なるクローンから見出された 45kb のプロファージ領域(ΦSaeq1)
上にコードされている LukPQ と呼ばれる新しい二成分性毒素が発見された(Gerrit Koop 
et al., 2017)。現在まで、様々な二成分性毒素が見出されてきたが、これらは F 成分間、
S 成分間では一次配列の保存性が非常に高く同様の立体構造を持つ、二成分性膜孔形成
毒素ファミリーを形成している。 
 
 
二成分性膜孔形成毒素の構造と作用機構研究 
 
 二成分性膜孔形成毒素成分の立体構造の解明は、当研究室が当時コロンビア大学の所
属していた Gouaux らと共同で明らかにした LukF モノマーが最初である（Olson et al., 
1999）。Gouaux らはすでに一分子性αヘモリジン(Hla)の 7 量体膜孔の構造決定に成功
していたが、そのモノマーの構造決定には難航していた(Song et al., 1996)。そこで PC 結
合部位を保存していることをはじめ、二次構造予測が告示している LukF にチュモクし
てその構造解析に成功した。そしてモノマーでは prestem として折り畳まれている膜貫
通ドメインが、膜孔形成時には伸展して β バレルを形成すると言う、今日の β バレル膜
孔形成毒素の基礎を築いた。 
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 二成分性毒素のモノマーでは Hlg2 (Roblin et al., 2008)、PVL の LukF-PV (Pédelacq et 
al., 2000) および LukS-PV 成分(Guillet et al., 2004)等の構造が解かれてきた。形成した二
成分性毒素も Hla 同様なマッシュルーム型のβバレルを形成すると予想されていたが、
膜孔自体の立体構造は 2011 年に我々と田中らのグループが決定した γ ヘモリジン膜孔
が最初である（Yamashita et al., 2011）。 
Hlg の膜孔は F 成分の LukF と S 成分 Hlg2 のそれぞれ 4 分子が交互に配置した 8 量
体リングからなる β バレル型膜孔を形成し、その形状およびサイズは α-hemolysin の 7
量体構造と類似したマッシュルーム状であった（Fig1-1）。標的細胞表層に cap と rim 
domain によって形成されるリング状構造は高さ約 7 nm、幅は約 10 nm であり、底部か
ら突出した β バレルの stem domain が膜を貫通し、直径 2.5 nm の親水性膜孔を形成して
いる。β-バレルは 8 個のプロトマー由来の 16 個の逆平行 β 鎖から構成される。Hlg の
膜孔を LukF および Hlg2 モノマーの構造と比較すると、β-バレルを形成するステムの構
造が大きく異なっている一方で、Cap および rim ドメインは、立体構造が溶けた範囲で
は大きな変化は見られなかった（Yamashita et al., 2011）。これは Hla 膜孔と LukF モノ
マーの構造から類推したモデルの適格性を示すものである。その後、Mourey らのグル
ープにより解析された LukF-PV (Pédelacq et al., 1999)、LukS-PV (Guillet et al., 2004) を始
め、これまでに解析された二成分性毒素ファミリーのモノマー構造は γ-hemolysin モノ
マー構造と酷似していることから、いずれも γ ヘモリジン型のマッシュルーム型膜孔を
形成すると考えられている。 
 Fig.1-2 に γ-hemolysin の赤血球に対する作用機構のモデル(Yamasita et al., 2011)を示
した。推定されている作用機構は次のようである：(1) LukF (F 成分)の赤血球膜上への
初発の結合により、その後の Hlg2(S 成分)の効率的な結合が促進され(Ozawa et al., 1995, 
Kaneko et al., 1997)、(2) LukF-Hlg2 からなるヘテロ 2 量体、それが 2 組結合した 4 量体
を経て LukF と Hlg2 を 1:1 で含む孔前駆体(prepore)を形成し、(3) stem を伸長させ内径
2.4 nm の親水性膜孔を赤血球膜上に形成する(Sugawara-Tomita, 2002; Nguyen et al., 2002, 
2003, 2006; Monma et al., 2004)。(4)さらに膜孔が集積し、クラスターを形成することで、
その部分の赤血球膜が剥離し、大きな物理的損傷を起こすことにより急激なヘモグロビ
ン放出、すなわち溶血活性示すと考えられている(Sugawara-Tomita, 2002; Nguyen et al., 
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2003)。Leukocidin では γ-hemolysin とは逆に、ヒト白血球を崩壊する際に、LukS が先に
白血球膜に結合することに続いて LukF の結合が起こる(Noda et al., 1980, 1982) (Fig1-3)。
その後は γ-hemolysin と同様の過程を経て 7 あるいは 8 量体を形成することによって、
膜孔を形成し、白血球を膨潤させると考えられる（Fig.1-3）。さらに、LukS (および LukS-
PV)では、rim ドメインの KRST(RRTT)配列中の Thr がリン酸化されることで細胞崩壊
が起こる。(Nishiyama et al., 1998) 。 
  
二成分性膜孔形成毒素の細胞認識機構の研究の現状 
現在まで発見された二成分性膜孔形成毒素ファミリーは全て血球を標的とするが、異
なる標的細胞特異性を有する。Hlg は極めて微量の毒素作用量でヒト赤血球に対して崩
壊活性を示し、PVL はヒト白血球のみ崩壊活性を示す。一方、LukMF’はウシしか作用
しない。このように、一次構造レベルでそれぞれ高い相同性を示す各 S 成分が、どのよ
うに細胞を認識し、特異性を発揮するのかに興味が持たれる。 
当研究室では、これまで γ-hemolysin と leukocidin の共通性分であり、赤血球に初発
に結合する LukF 成分における情的細胞の結合に関与する領域の解析を進めてきた。こ
れは LukF の赤血球膜表層を形成するホスファチディルコリン (PC) またはスフィンゴ
ミエリン (SM) のコリン残基と結合する部位の(PC 結合部位)W177、E192、R198 が必
須残基である一方、Tyr72 および W257-x-x-F-Y261を持つ rim domain loop が置換されたら
LukF 変異体の赤血球結合能力は著しく低下することからこれらも血球特異の結合領域
と考えられている（Yokota and Kamio 2000; Monma et al., 2004）。 
一方 LukF が Hlg2 とともに γ-hemolysin 活性を、LukS とともに leukocidin 活性を示
すことが示しているように、S 成分が細胞特異性を規定していると考えられておる。そ
こで、当研究室の竹下は Hlg2 の標的細胞への結合に関与する領域を解析し、rim ドメイ
ンに存在する Loop4 が赤血球認識に必須であり、Loop1 と Loop2 は補助的に働き、赤血
球結合に重要であり、赤血球認識に関与していること、溶血活性に関与することを発見
した。（竹下, 2014）また cap ドメインに存在する LoopD は主に膜孔形成の段階に関与
していることを示した。 
 最近になって、Torresらのグループにより 2013年に LukEのリンパ球レセプターCCR5
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とヒト白血球レセプターCXCR1, CXCR2、LukS-PV のヒト白血球レセプターC5aR が発
見され、2014 年には Hlg2 も CXCR1, CXCR2 を認識することが発見された(Alonzo III, 
2013; Reyes-Robles, 2013; Spaan, 2013; Spaan, 2014)。更に 2015 年に LukE と Hlg2 共通の
ヒト赤血球レセプターDARC も発見された。これらのレセプターはすべて 7 回膜貫通型
受容体ファミリーに属する(Spaan, 2015)。 
 そこで毒素側の知見を積み重ね、上記のレセプター分子との相互作用の解析系を構築
すれば、二成分性毒素の細胞特異性機構を詳細に解明できると考えた。 
 
本研究の目的 
 本博士論文ではヒトやウシの臨床分離株から高率で産生株が分離される LukED に注
目した。LukED の二成分性毒素ファミリーのなかで細胞認識範囲が最も広く、白血球系
細胞に加え赤血球の溶血活性を持つことが報告されている。さらにファミリー内で唯一
リンパ球への作用が知られている。各毒素の S 成分のアミノ酸配列を比較すると rim ド
メインの Loop領域に違いが集積しており、LukE は４つのループ部分は全てHlg2、LukS-
PV と異なっている。竹下は Hlg2 では特に Loop4 がヒト赤血球認識に関わっているこ
とを明らかにしたが、同じ赤血球認識能を有すると考えられる LukE では Loop4 も Hlg2
とは異なっており、どのようにして同じ血球上レセプターを認識来ているのか興味が持
たれる。 
 そこで第二章では LukE と LukD の発現系を構築し、LukED の赤血球への作用を解析
した。第三章ではアミノ酸配列の違いから、LukED の S 成分 LukE の Loop 部分に着目
し、γ-hemolysin、PVL の S 成分 Hlg2 および LukS-PV の膜孔形成するときに標的細胞に
接する rim domain の loop 部位のアミノ酸配列を LukE の該当部位に置換した変異体、
また LukE の Loop 部位のアミノ酸は LukS-PV や Hlg2 の該当部位に置換した変異体の
溶血活性への影響を LukD 存在下で調査した。さらに第四章では各 Loop 変異体の活性
に対する F 成分の影響を、第五章では各 Loop 変異体を用いて、ヒトリンパ球レセプタ
ーCCR5 との相互作用を確認した。 
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Fig. 1-1 γ-hemolysin の膜孔の立体構造 (Yamasita et al.,2011 を改変) 
 
F 成分である LukF（赤）と S 成分である Hlg2 が交互に配置した 8 量体膜孔の構造を
示す。全体としてマッシュルーム状の膜孔を形成し、リング状構造を作る Cap および
rim ドメイン、β-バレルを形成する stam ドメインからなる。 
  
Side view             Top view 
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Fig.1-2 γ-hemolysin 作用機構モデル (Yamasita et al., 2011 を改変) 
 
これまでの研究結果から推定される膜孔形成からクラスター形成に至る機構 
(1) LukF が標的細胞を認識し結合する。 
(2) LukF の赤血球膜への結合により Hlg2 の結合が効率化する。 
(3) 2、4 量体を経て、細胞膜上に 7 あるいは 8 量体からなるリング状複合体を形成す
る。 
(4) Stem ドメインを伸長させ、膜孔を形成する。 
(5) 膜孔が集合し、クラスターを形成。その後、赤血球完全崩壊を引き起こす。 
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Fig1-3 ロイコシジンの作用機構モデル(竹下修論, 2014) 
 
これまでの研究結果から推定される膜孔形成からクラスター形成に至る機構 
(1) LukS が先に白血球に結合し、続いて LukF が結合する。 
(2) 2、4 量体を経て、7 あるいは 8 量体からなる膜孔を形成する。 
(3)この時点で細胞が膨潤する 
(4) LukS がリン酸化されることでネクロシス様崩壊が起きる。 
 
 
 
 
 
 
 
細胞溶解 
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第二章      LukED 発現株の構築と活性の確認 
 
2-1  序論 
 
黄色ブドウ球菌の二成分性毒素のうち、γ-hemolysin とロイコシジンはすべての黄色ブ
ドウ球菌が保有しているが、宿主に対して強い病原性を発揮する株は、それらに加えて
外来の動く遺伝子にコードされる二成分性毒素を産生する(Alonzo III., 2014)。PVL と
LukMF’はそれぞれヒトの重篤な皮膚感染病巣、ウシ乳房炎由来の臨床分離株から高率
で分離される。それに対し、LukED 保有株はヒトおよびウシの様々な感染症由来株でか
ら幅広く分離される(Gravet., 1998; Morinaga., 2003)。さらに黄色ブドウ球菌の二成分性
毒素は全て血球系細胞を標的にしているが、LukED その中で唯一、リンパ球に作用する
(Alonzo III., 2013)。このような LukED の性質は、病原性に強く関わっていることが予想
されている。 
そこで本章では、LukED が高い病原性を発揮する機能を解析するという目標に向け、ま
ず LukE および LukD の大腸菌での発現系を構築した。さらに、精製した毒素を用い、
LukED の赤血球への作用を解析した。 
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2-2 実験方法 
 
 各毒素成分のシグナルを除いた成熟毒素をコードする遺伝子領域を PCR 増幅し、N-
末端に His-tag を融合する形で発現ベクターに組み込んだ。取得したプラスミドはシー
クエンスチェックし、変異のない発現プラスミドを発現用大腸菌 BL21(DE3)に形質転
換した。大腸菌発現株を培養後に IPTG で発現を誘導し、菌体を超音波破砕して、そ
の上清を His Trap カラムにより各成分を精製した。精製した組換え LukE と LukD を用
いて、白血球および赤血球に対する活性を確認した。以下にその詳細を記した。 
 
2-2-1     菌株、プラスミド、培地 
 
2-2-1-1)    菌株 
S. aureus Newman 株:LukED 産生菌 
 
Escherichia coli HST08 : F－, endA1, supE44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, phoA, 
Φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), ΔmcrA, λ－ 
 
E. coli BL21(DE3) : F－, ompT, hsdSB(rB－ mB－), gal(λcI 857, ind1, Sam7, nin5, lacUV5-
T7gene), dcm(DE3) (B 株由来) 
 
2-2-1-2)    プラスミド 
pMD20 :T ベクター（TaKaRa Bio、Fig. 2-1） 
pET26M:pET26b 発現ベクターのマルチクローニングサイトを改変したもの(Fig. 2-2)。 
 
2-2-1-3)    培地 
1)LB 液体培地 
Bactotryptone 10 g 
Yeast extract   5 g 
NaCl   5 g 
以上の試薬を 800 ml の純水に溶解させ、1 L までメスアップし、121℃、15 分間オー
トクレーブ、室温で保存した。 
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2)LB 寒天培地 
 液体培地に基づいて、1.5%の精製寒天末を添加し、オートクレーブした後、60℃に
冷えたら、必要に応じて抗生物質を添加し、プレートに 20 ml ずつ分注した。 
 
3)SOC 培地 
Bacto tryptone 20 g 
Yeast extract   5 g 
NaCl   0.5 g 
5 N NaOH   0.2 ml 
 以上の試薬を用いて、純水に溶解させ、1 L までメスアップし、オートクレーブし
た。60℃以下に冷えたら、20 ml の 1 M グルコースを加え、使用直前に 1 M MgCl2及
び 1 M MgSO4を無菌的に加えた。 
 
2-2-2     Histidine-tagged LukED (LukE, LukD)導入株の作製 
 
2-2-2-1)     塩化カルシウム法コンピテントセルの調製 (heat shock 用) 
E. coli HST08 コンピテントセルは以下のように作製した。グリセロールストックで保存
していた E. coli HST08 を 5 mL LB 培地 に植菌し、30 ℃で一晩前培養後、前培養液 1 
mL を 100 mL LB 培地(500 mL 枝付き坂口フラスコ) へ植菌し、16 ℃で O.D.660 = 0.5 
になるまで培養した。 培養後、50 mL プラスチック遠沈管に菌液を 25 mL ずつ分注
し、氷中で 10 分  静置することで急冷した。冷却後、1,600×g, 10 分間遠心集菌
(HITACHI himac CF 16RX, Tokyo, Japan)し、氷水中において菌液に対し 1/3 容(15 mL)の 
TB buffer (CaCl2・2H2O 2.2 g, PIPES 3.0 g, KCl 18.6 g, MnCl2・4H2O 10.9 g /1 L, pH 6.7)に
懸濁し、氷上に 10 分 静置した。再度遠心集菌を行い、菌体を 1/12.5 容(3.75 mL)の TB 
buffer (4 ℃)に懸濁し、DMSO 1 mL (終濃度 7%) を添加した。氷上に 10 分静置後、110 
L ずつ分注し、液体窒素で凍結させて -80 ℃で保存した。 
 
2-2-2-2)     エレクトロポレーション用コンピテントセルの調製 
E. coli BL21 (DE3) コンピテントセルは以下のように作製した。グリセロールストック
で保存していた E.coli BL21 (DE3) を 5 mL の LB 培地 (試験管) に植菌し、37℃で一
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晩前培養後、前培養液 1 mL を 100 mL LB 培地(500 mL 枝付き坂口フラスコ) へ植菌
し、37°C で O.D.660 = 0.5~ 1 になるまで培養を行った。 培養後、50 mL プラスチッ
ク遠沈管に菌液を分注し、4℃、4,000×g で 15 分遠心集菌(HITACHI, Tokyo, Japan)し、
上清を除いた。沈殿に 30 mL ずつ滅菌水を加え、4℃、4,000×g で 15 分遠心集菌した。
2 mL の 10 % グリセロールを入れて 1 つのチューブに菌液を集めた。これを 4℃、4,000
×g で 15 分遠心集菌し、200l の 10% グリセロールに再懸濁した。40 L ずつ分注
し、-80℃で保存した。 
 
2-2-3      毒素発現(LukE、LukD)プラスミドの構築 
 
2-2-3-1) 発現ベクターの調製 
 発現ベクターとして北海道大学(現 東北大学生命科学研究科)田中博士から分与さ
れた、毒素遺伝子の N-末端に直接 His-tag が入るように pET26b ベクターのマルチクロ
ーニングサイト改変した pET-26M ベクターを用いた。（Fig. 2-2）。 
 pET-26M/E. coli HST08 を 5 mL の LB 培地(30 g/mL Kan)で 37 ℃で一晩培養した。
AxyPrepTM Plasmid Miniprep Kit (AXYGEN, California, USA) のマニュアルに従ってベク
ターを抽出し、エタノール沈殿により精製し、pET-26M プラスミドを取得した。これを 
2-2-1-4-c) に示した方法で制限酵素処理し、脱リン酸化してベクターとした。 
 
2-2-3-2)インサートの取得 
 LukE および LukD 発現のためのインサートは S. aureus Newman 株のゲノムを鋳型と
し、Table 2-1 に示したプライマー対を用いて各インサートを PCR 反応により増幅した。 
PCR 反応は、TaKaRa ExTaqTM (TaKaRa Bio, Shiga, Japan) を用いて Table 2-2 に示した
反応系を調製し、TaKaRa PCR Thermal CyclerDiceTM VersionⅢ Model TP600 (TaKaRa Bio) 
で Table 2-3 の条件で行った。1% アガロースゲル電気泳動により約 1 kbp の増幅断片
を確認して、エタノール沈殿を行い TE buffer (Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM, EDTA (pH 8.0) 1 
mM) 10 L に溶解した。Mighty TA-cloning kit (TaKaRa Bio) を用いて定法に従い TA-ク
ローニングを行った。2-2-1-5 の方法で E. coli HST08 のコンピテントセルに形質転換を
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行い、生育したコロニーについて 2-2-1-6 のように Direct PCR を行い、インサートを確
認した。1% アガロースゲル電気泳動により目的の大きさのインサート (約 1 kbp) を
持ったコロニーを LB 培地 (30 μg/mL Kanamycin) (試験管) で 37℃で一晩培養し、
AxyPrepTM Plasmid Miniprep Kit (AXYGEN, California, USA) を用いてプラスミド抽出し、
2-2-1-7 に従ってインサートの塩基配列を確認した。 
 
Table 2-1. Primer for LukE and LukD 
Name               Sequence (5’ to 3’)           
LukE FwNcoI ccatggatactaatattgaaaatattggtgatg 
LukE RvXhoI  atactcgagtcaattatgtcctttcactttaatttc  
LukD FwNcoI ccatggctcaacatatcacacctg 
LukE RvXhoI  gatttctcgagtatctatctgtttagctcatagg              
 
Table 2-2. Reaction mixture for PCR  
10 x Ex Taq buffer           5.00 L 
dNTP mixture               4.00 L 
forward primer (20 pmol/L)       0.50 L 
reverse primer (20 pmol/L)       0.50 L 
Ex Taq polymerase       0.25 L 
temperate DNA solution (50 ng)    1.00 L     
D.D.W.                 39.75L   
Total                 50 L 
 
2-2-3-3)  制限酵素処理  
 2-2-3-1)で得られた pET-26M ベクター、および 2-2-3-2) で得られたインサート保有
プラスミドについて、Nco I と Xho I で制限酵素切断を行った。 
まず、XhoI による切断を Table 2-3 に示した反応系で 37 ℃、5 時間 以上行い、エタ
ノール沈殿により脱塩処理を行った。続いて Nco I による切断を Table 2-4 に示した反
応系で 37 ℃、一晩処理した。各段階で 1% アガロースゲル電気泳動によりベクター
及びプラスミドが切断されたことを確認した。 
 16 
 
ベクターについてはエタノール沈殿を行い、5’末端の脱リン酸化するために、大腸菌
由来の alkaline phosphatase (BAP) を用いて、Table2-5 に示した反応系で 65 °C、30 分 
反応させた。フェノール/クロロホルム抽出 2 回、クロロホルム抽出 1 回、エタノー
ル沈殿により精製し、10 L の TE buffer に溶解した。 
 インサートについては、1% アガロースゲル電気泳動を行い、 AxyPrepTM DNA Gel 
Extraction Kit (AXYGEN, California, USA) を用いて目的の DNA 断片を切り出してゲル
抽出し、エタノール沈殿により精製し、10 L の TE buffer に溶解した。 
 
Table 2-3. Reaction mixture for Xho I  
DNA(≦1g)    x L 
10×H buffer     5.0 L 
Xho I      1.0 L 
D.D.W.      44-x L 
Total      50.0 L 
 
Table 2-4. Reaction mixture for Nco I  
DNA      ppt* 
10 x K buffer     5.0 L       
0.1% BSA     5.0 L 
Nco I      1.0 L 
D.D.W.      39.0 L 
Total      50.0 L 
* エタノール沈殿による ppt 画分を反応系の D.D.W.に溶解後、buffer と Nco I を添加。 
 
Table 2-5. Reaction mixture for BAP  
pET-26M         10.0 L 
10×alkaline phosphatase buffer  5.0 L 
BAP             2.0 L 
D.D.W.             33.0 L   
Total             50.0 L 
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2-2-3-4)ライゲーション 
 2-2-1-3-a) で調製した pET-26M ベクターと 1 kbp の DNA 断片 (インサート)を DNA 
Ligation Kit <Mighty Mix>の（TaKaRa Bio, Shiga, Japan）プロトコールに従って、反応系
に 6 L の Ligation Mix を加えて 16 °C、O/N、ライゲーション反応を行った。 
 
2-2-4 形質転換（トランスフォーメーション） 
 
 コンピテントセルへのプラスミドの形質転換は定法に従った。 
(1)ヒートショック； - 80 °C で凍結保存された E. coli HST08 コンピテントセル 100 
L を on ice で解凍した。DNA 溶液を 10 ng を加え、穏やかなピペッティングにより
混合した。 30 分、on ice に静置後、42 °C、45 秒、heat shock を与え、すぐに on ice 
で冷却し、3 分静置した。この混合液を予め 15 mL プラスチックチューブに分注した 
900 L の LB 培地 へ加え、穏やかなピペッティングにより混合し、37 °C、1 時間、
150 rpm で振盪した。この培養液を LB plate (30 g/mL Kanamycin) 上にコンラージし
て 37 °C、O/N、培養して目的の形質転換体を取得した。 
(2)エレクトロポレーション； - 80 °C で凍結保存された E. coli BL21(DE3) コンピテ
ントセル 40 L を on ice で解凍した。DNA 溶液を 10 ng 加え、穏やかなピペッティ
ングにより混合した。 DNA-大腸菌混合液をキュペットの底に一様となるように移
し、MicroPulserTM (BIO RAD, California, USA)を用いてパルスを 1 回かけた。大腸菌を
素早く 1 mL の SOC medium に懸濁した。これを 37 °C、1 時間 静置し、LB plate (30 
g/mL Kanamycin) 上にコンラージして 37 ℃、O/N、培養して目的の形質転換体を取
得した。 
Direct PCR (2-2-1-5) によるインサート確認後、2-2-1-4 と同様にして形質転換体を培養
して目的プラスミドを取得し、融合タンパク質発現用の E. coli BL21 (DE3) へ同様に
形質転換を行った。それぞれ液体培養した形質転換体は、グリセロールストックを作
製し、-80 ℃で保存した。 
 
2-2-5 Direct PCR によるインサート確認 
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 Table2-6 に示した pET-26M ベクターの MCS の上流と下流に対応するプライマーを
用いて Table2-7 に示した PCR 反応液を調製し、Table2-8 の反応条件で反応させた。滅
菌した爪楊枝でプレート上の形質転換体のコロニーをつき、この反応液に懸濁した。
さらに同じ爪楊枝で LB plate (30 g/mL Kanamycin) に植菌して、 37 °C、O/N 培養
し、これをマスタープレートとした。PCR 反応後、1% アガロースゲル電気泳動し、
約 1 kbp のインサートを確認した。 
 
Table 2-6. Primers for direct PCR 
Name  Sequence (5’ to 3’)                          
T7 promoter taatacgactcactataggg 
T7 terminator gctagttattgctcagcgg                                   
 
Table 2-7.  Reaction mixture for direct PCR  
10 x Ex Taq buffer     1.0 L 
dNTP mixture        0.8 L 
forward primer (20 pmol/L) 0.1 L 
reverse primer (20 pmol/L) 0.1 L 
Ex Taq polymerase   0.05 L 
D.D.W.        7.95 L   
Total       10.0 L 
 
Table 2-8.  PCR reaction                                    
Segment 1  1 cycle   95 °C 5:00   
Segment 2  30 cycles   94 °C 0:30  denature 
            50 °C  0:30  annealing 
72 °C  1:00  extension 
Segment 3  1 cycle      72 °C 5:00   
                                                                 (min:sec) 
 
2-2-6 DNA シーケンサーを用いた配列確認 
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 ゲル抽出・エタノール沈殿によって精製した DNA 断片を、各種プライマーを用い
て、BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit のプロトコールに従って Table 2-9 の反
応系を用いて、サイクルシーケンス反応(Table 2-10)を行った。反応終了後、未反応の 
dye を除くため、マニュアルに従いエタノール沈殿を行った。沈殿を乾燥後、25 L の 
Hi-Di buffer に溶解した。これをシークエンス用チューブに移し、98 °C で 2 分間変性
させた後、氷上に置いて急冷した。 
 泳動および解析は ABI310 シークエンサー (Applied Biosystems, CA)を用いて行っ
た。得られた配列について GENETYX プログラムを用いて既知の塩基配列と比較する
ことで、塩基配列が正しいことを確認した。 
 
Table 2-9. Reaction mixture for sequence analysis 
PCR fragment (10-40 ng)    x L 
primer (20 pmol/L)   1.0 L 
buffer for Big-Dye    3.0L 
Big Dye         2.0 L 
D.D.W.         14-x L   
Total         20.0 L 
 
Table 2-10. Cycle sequence reaction 
Segment 1  1 cycle   96 °C 1:00    
Segment 2  30 cycles  96 °C 0:10  denature 
50 °C 0:05  annealing 
72 °C  2:00  extension 
Segment 3  1 cycle      72 °C 5:00   
                                                                 (min:sec) 
 
2-2-7    Histidine-tagged 毒素タンパク質の精製 
 
 得られた形質転換体について、100 mL の LB 培地(30 g/mL Kan) で 37°C で一晩前
培養した。200 mL の LB 培地 (30 g/mL Kan) に前培養液 25 ml を希釈し、37°C で
O.D.660 = 0.8 まで培養した。4°C で 1 時間 静置した後、100 mM IPTG を終濃度 0.5 
 20 
 
mM となるように添加し、25°C で 20 時間 培養した。培養液を集菌し(4,500 ×g, 3 
分,  HITACHI, Tokyo Japan) 、沈殿を 7 mL の His Trap HP A buffer に懸濁した。懸濁液
を超音波破砕 (30 sec, rest on ice 30 sec; ×7 回, BRANSON, Connecticut, USA ) し、
4,500×g, 15 分, 4℃で遠心集菌(HITACHI, Tokyo, Japan)した。この上清を 0.45 mm 
Cellulose Acetate filter で濾過し、 His Trap HP A buffer で 3 時間以上 2 回透析した。こ
れを His Trap HP column  (Ni-Sepharose High Performance ) (GE Healthcare Biosciences 
AB, Little Chalfont, UK ) に供し、イミダゾール濃度勾配（20-500 mM）で溶出した。各
フラクションについて 280  nm の吸収を測定し、高い吸収が見られたサンプルについ
て SDS-PAGE に供した。SDS-PAGE でシングルバンドが見られたサンプルを PBS で
3 時間以上 2 回透析し、目的タンパク質を得た。 
 
2-2-8  SDS-PAGE 
 
毒素タンパク質の精製確認の場合：サンプルに SAB を加え、5 分間煮沸させることで
SDS 化し、SDS-PAGE (12.5% アクリルアミドゲル、室温、200 V 定電圧)に供した。ま
た、SDS-PAGE で分離した電気泳動時のサイズマーカーとして、XL-Ladder 
(Unstained) (APRO science, Tokushima, Japan)を用い、5 μl/lane アプライした。泳動後
のゲルを CBB 染色液 (methanol 150 mL, acetic acid 22 mL, D.D.W. 128 mL, 2.5 g 
Commassie Brilliant Blue R-250)で染色を行った。 
 
2-2-9  タンパク質の定量 (BCA 法) 
 
BCA 法は、Thermo Fisher Scientific (MA) の BCA Protein Assay Kit を使用し、製品のプ
ロトコールに従って行った。検量線は、0 - 1,000 g の標準 BSA 希釈段階を調製し、同
キットによる発色を測定することで作成した。 
 
2-2-10  赤血球の調製
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ヘパリン採血したヒト静脈血を、1,500×g、常温（20~23℃）で 15 分間遠心分離し、
血球と血漿を分離した。血漿および血球層表面のバッフィーコートを除去した後、赤
血球と等量の PBS (pH 7.4)を加えて混合し、遠心洗浄を 2 回繰り返した。洗浄後、赤
血球と等量の Alsever’s solution (114 mM グルコース、71.9 mM NaCl、27.6 mM クエン
酸 Na (pH 6.1) ) を加え、50% ヒト赤血球液 (HRBC) として 4℃ で保存した。 
 
2-2-11  ヘモリジン活性の測定 
 
50% HRBC 25 l (108 cells に相当) を 350 l の PBS の反応系として、実験の説明に記し
た条件に従い各毒素成分を添加し、37℃で各実験の反応時間インキュベートした。
4℃、5,000×g、5 分間遠心し、得られた上清を PBS にて 10 倍希釈した後、541 nm の
吸光度を測定することで上清に遊離したヘモグロビン量を測定した。溶血活性は反応
系と等容量の 5 mM リン酸ナトリウム buffer (PH7.4)を血球に加え、低張溶血させたも
のを 100% とした相対溶血活性を算出した。 
なお、本論文中に記載される毒素量は、反応液中の濃度よりも赤血球細胞あたりの分
子数を重視するため、特に断りがない場合は 108 cells の赤血球に対して添加した毒素
分子数(pmol)で表している。 
 
2-2-12  HPMNLs の調製 
 
 モノ・ポリ分離溶液(M-PRM、DS Pharma Biochemical, Osaka, Japan)のバイアルを撹
拌後、ファルコンチューブに 3 ml 加えた。M-PRM 上に、ヘパリン採血した全血 3.5 
ml を静かに重層し、室温でスイング式の遠心分離器（HITACHI, Tokyo, Japan）で 400
×g で 20 分遠心した。プラズマ層およびリンパ球・単球層を除去し、好中球層をエッ
ペンチューブに移した。好中球に PBS を加え、室温において 300×g で 10 分遠心し
た。上清を 2/3 程度取り除き、混入している赤い沈殿（赤血球）を避けつつ残りの溶
液を白い沈殿（好中球）に吹きかけるようにして懸濁した。懸濁液を新しいエッペン
チューブに移し洗浄操作を 2 回繰り返し、HPMNLs を取得した。HPMNLs は採血後 2
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時間以内に分離した。得られた HPMNLs を血球計算盤でカウントし、1×105 cells/ml
に希釈して実験に用いた。 
 
2-2-13  白血球感受性試験  
 
 HPMNLs (105cells)に対して各毒素成分を 100 pmol ずつ加え、室温で反応させた。反
応液を 400 倍に拡大し、OLYMPUS BH2 (Tokyo, Japan)を用いて顕微鏡観察を行った。
4 分から 40 分まで細胞の膨潤を観察し、細胞の大きさを測定した。 
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2-3      実験結果と考察 
 
2-3-1     LukE および LukD の発現系の構築 
 
 LukED の作用を調べるために、最初に LukE と LukD の大腸菌発現系を構築した。 
発現ベクターには既に膜孔の立体構造解析のために LukF, Hlg2 の発現系として実績の
ある pET26 のマルチクローニングサイトを改変した pET26M に採用した（Yamashita et 
al., 2011）。LukF において成熟毒素タンパク質の N-末端 17 アミノ酸の欠損や N-末端へ
の GST の融合は Hlg 活性に影響しない（Kaneko et al., 1999）(Sugawara et al., 2002)。そ
こで精製のための(His)6 タグは LukE, LukD とも N-末端に導入した。    
 以上をもとに、LukE と LukD の発現プラスミドを Fig.2-3 に示したように設計し、構
築した。 
 N-末端に(His)6 タグを融合した LukE, および LukD の成熟毒素タンパク質は大腸菌
BL21(DE3)の細胞質内に可溶性タンパク質として発現した。さらにニッケルキレートカ
ラムによって SDS-PAGE で単一バンドを与える標品が得られた(Fig. 2-4)。 
 以上、大腸菌の発現株の破砕液からニッケルキレートカラムの１段階で精製 LukE, 
LukD を得る発現系を確立できた。 
 
2-3-2    白血球に対する活性の確認 
 
まず、コントロールとして、ヒト白血球に対する活性を確認した。LukE と LukD をそ
れぞれ 100 pmol 添加し、室温で反応させた結果、速やかな白血球膨潤が観察された。
（Table 2-11）この条件では、スライドグラス上、室温でのインキュベートで 10 分後に
は完全に swelling が観察された。以上の結果、大腸菌で発現させた(His)6 タグ融合 LukE
及び LukD が黄色ブドウ球菌から精製した標品と同様、ロイコシジンとして作用するこ
とが確認できた。 
 
2-3-3     ヒト赤血球に対する活性の検討 
 
 次にヒト赤血球を用いた溶血を検討した。 
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ヒト赤血球 108個に対して、LukE と LukD を 10 pmol から 100 pmol までを等量ずつ添
加し、37℃で１時間反応後の溶血活性を Fig. 2-6 に示した。30 pmol まではほとんど溶
血活性を示すことはないが、40 pmol ではわずかに溶血が始まった。100 mol では完全溶
血時のヘモグロビン量の７割以上の溶血活性を示した。50%溶血を与える毒素量は約 72 
pmol であった。 
 以上の結果から、大腸菌で N-末端 His タグ融合タンパク質として発現させた組換え
LukED が、黄色ブドウ球菌から精製標品と同様にヒト赤血球に作用することが確認さ
れた。 
 LukED が最初に報告された際には、ヒト赤血球の崩壊活性は Hlg に対して比活性と
して一万分の一以下と極めて低いと述べられているにすぎなかった（Gravet et al., 1998）。
その後、Morinaga らによって報告された LukEDv と呼ばれる毒素は、Gravet らのものと
比べて rim ドメイン部分のアミノ酸配列が一部異なっており、ウサギ赤血球に対し Hlg
の 8%の活性を示すと文章で記載されていたが、詳細なデータは掲載されていなかった
（Morinaga et al., 2003）。その後、ゲノム解析の伸展によって黄色ブドウ球菌の多くの
株で LukED/LukEDv の配列が明らかになり、現在では多少のアミノ酸置換を含めて
LukED として総称されるようになっている。LukED を生産する代表株は今回用いた
Newman 株である。そこで私は研究室に保存されていた S. aureus Newman 株の LukE お
よび LukD をクローン化し、本株に有する LukED の配列は Morinaga らが報告した各成
分の配列と一致していた。 
 
2-3-4     その他の動物の赤血球に対する活性の検討 
 
Newman 株の LukED の赤血球崩壊活性は詳細に解析されていない。そこで次に、ヒト
以外の哺乳動物の赤血球に対する溶血活性を検討した。 
ウシ、イヌ、ウマ、ウサギ、ヒツジの赤血球を用いて、2-3-3 と同様にヘモリジン活性
を測定した結果を Fig. 2-6 から 2−10 に示した。それぞれの 108個の赤血球に対して 50%
溶血を与える毒素濃度はウシでは約 42.5 pmol、イヌでは約 36 pmol、ウサギでは約 34 
pmol であった。ウマ赤血球は感受性が他に比べて低いが、約 520 pmol で 50%溶血し、
1 nmol では完全溶血した。現段階では LukED の rim domain の株によるアミノ酸配列の
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違いが各種動物赤血球の溶血活性に影響があるかどうかがまだ不明であるが、今回私の
用いた Newman 株の LukED はヒト、ウシ、イヌなどの赤血球に対して活性を有する一
方で、ウマなど感受性の低い赤血球もあること分かった。ロイコシジンでは PVL がヒ
ト特異的でマウスには白血球では活性がないことが知られている（Francis Alonzo III., 
2014）。LukED の溶血活性にも種間差があることから、今後、本毒素の動物種ごとの感
染力や病態との関連の解析が必要と考えられる。 
 
2-3-5     Hlg との比較 
 
一般に二成分性ロイコシジンの S 成分と F 成分は交換可能であり、例えばロイコシジ
ンの LukS と PVL の LukF-PV を作用させても白血球を膨潤させる活性を示す。(Kaneko 
and Kamio., 2004)そこで溶血活性のある LukED と Hlg 間で S 成分（LukE と Hlg2）、F
成分(LukF と LukD)を入換え、ヒト赤血球に対する溶血活性を検討した。 
 LukED は 37℃、１時間で、108個のヒト赤血球に対する 50%溶血を与える濃度は約 72 
pmol であった。それに対し Hlg(Hlg2 + LukF) では 5 pmol ずつの低用量でも、37℃で 10 
分で 108個のヒト赤血球を 100% 溶血するという非常に強い活性を示し、50%溶血を与
える濃度はこの条件で約 2.5 pmol であった。しかし、LukE と LukF、Hlg2 と LukD の組
み合わせではそれぞれ約 50 pmol、 約 40 pmol になる程度で、LukED と比べて大幅な溶
血活性の上昇は観察されなかった (Fig. 2-11)。すなわち、LukE の溶血活性は F 成分の
違いにほとんど影響されないことになる。一方、Hlg2 は LukD とペアにした場合でも赤
血球を認識できるがその活性は F 成分によって規定されることを示している。 
 
2-3-6     LukD との関係 
 
 LukED の F 成分 LukD と S 成分 LukE の間に作用順序があるかを検討した。 
 まず、ヒト赤血球に対し LukD あるいは LukE を添加し、37℃で 30 分インキュベート
後、もう一方の成分 100 pmol を加えて、10 分ごとに経時的に溶血活性を測定した。そ
の結果、いずれの順序で添加しても、ほぼ同様の変化が観察された。LukD が先行する
ことが必要なら、あらかじめ LukE を作用させた場合には、LukD を添加してから溶血
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までにタイムラグが見られるはずであるが、今回はそれが観察できず、LukED において
は明確な順序が見られなかった。作用順序に関しては各成分の結合性など、さらに解析
の必要がある。 
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Fig. 2-1. T-Vector pMD20 の構成 
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Fig. 2-2.  pET-26M の構成 
 
 市販 pET26b（＋）のマルチクローニングサイトを改良し、NcoI –XhoI 間に挿入す
る遺伝子の N-末端に His-Tag が直結する形に融合されるようにした。 
  
NdeI       His-Tag          NcoI 
CACATGGGCCATCACCATCACCATCACGCCATGG Nde1の atg以下に挿入遺伝子を融合する。 
   MetGlyHisHisHisHisHisHisAlaMet   
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Fig. 2-3. LukE, LukD の 発現プラスミドの構築 
 
A) TA クローニングしたプラスミドから LukE LukD インサートを NcoI XhoI によって
切断し、断片抽出で回収した各成分インサートの確認. 
B) pET-26M ベクターの NcoI, XhoI による切断の確認. 
C) pET-26M と LukE をライゲーションしたプラスミドを導入した BL21 株の Direct 
PCR による確認. 
D）pET-26M と LukD をライゲーションしたプラスミドを導入した BL21 株の Direct 
PCR による確認. 
  
pET-26M pET-26M+LukE pET-26M+LukD 
1 kbp 
3 kbp 
6 kbp 
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Fig. 2-4. His-tag 精製した LukE, LukD の純度確認 
 
A) 精製した LukE の SDS‐PAGE 結果。 
B) 精製した LukD の SDS-PAGE 結果を示す。 
IPTG 誘導した菌体の超音波破砕上清をニッケルキレートカラムによって精製した標品
を SDS-PAGE で分析した。 
  
30 kDa 
35 kDa 
70 kDa 
55 kDa 
45 kDa 
70 kDa 
55 kDa 
45 kDa 
35 kDa 
30 kDa 
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Table 2-11. LukED のヒト白血球に対する膨潤活性の解析 
 
ヒト白血球(105cells)に対して LukED をそれぞれ 100 pmol ずつ添加し、反応液をスラ
イドガラスにアプライし、光学顕微鏡下（400 倍）室温で細胞の変化を観察した。開始
4 分後の細胞直径を 1 として、それぞれの時間で細胞直径を測定し、膨潤の変化を算出
した。 
 
 
 
  
反応時間 4 分 7 分 10 分 13 分 16 分 20 分 30 分 40 分 
細胞直径 1 1.2 倍 1.4 倍 1.5 倍 1.5 倍 1.5 倍 1.5 倍 1.5 倍 
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Fig. 2-5.  LukED のヒト赤血球に対するヘモリジン活性 
  
108個のヒト赤血球に対し、LukE(S 成分)と LukD(F 成分)を同濃度で 10 から 100 
pmol 作用させ、37℃で 60 分インキュベートした。  遠心後反応上清を PBS にて 10 倍
希釈し、遊離したヘモグロピン量を 541 nm の吸光度として測定した。活性は 5 mM 
Na-P buffer で低調溶血したものを 100%とした相対活性で示した。 
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Fig. 2-6.  LukED のウシ赤血球に対するヘモリジン活性 
  
108個のウシ赤血球に対し、LukE(S 成分)と LukD(F 成分)を同濃度で 10 から 100 
pmol 作用させ、37℃で 60 分インキュベートした。遠心後反応上清を PBS にて 10 倍希
釈し、遊離したヘモグロピン量を 541 nm の吸光度として測定した。活性は 5 mM Na-P 
buffer で低調溶血したものを 100%とした相対活性で示した。 
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Fig. 2-7.  LukED のイヌ赤血球に対するヘモリジン活性 
  
 108個のイヌ赤血球に対し、LukE(S 成分)と LukD(F 成分)を同濃度で 10 から 100 pmol
作用させ、37℃で 60 分インキュベートした。遠心後反応上清を PBS にて 10 倍希釈し、
遊離したヘモグロピン量を 541 nm の吸光度として測定した。活性は 5 mM Na-P buffer
で低調溶血したものを 100%とした相対活性で示した。 
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Fig. 2-8.  LukED のウマ赤血球に対するヘモリジン活性 
  
108個のウマ赤血球に対し、LukE(S 成分)と LukD(F 成分)を同濃度で 10 から 100 pmol
作用させ、37℃で 60 分インキュベートした。遠心後反応上清を PBS にて 10 倍希釈し、
遊離したヘモグロピン量を 541 nm の吸光度として測定した。活性は 5 mM Na-P buffer
で低調溶血したものを 100%とした相対活性で示した。 
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Fig. 2-9.  LukED のウサギ赤血球に対するヘモリジン活性 
  
 108個のウサギ赤血球に対し、LukE(S 成分)と LukD(F 成分)を同濃度で 
10 から 100 pmol 作用させ、37℃で 60 分インキュベートした。遠心後反応上清を PBS
にて 10 倍希釈し、遊離したヘモグロピン量を 541 nm の吸光度として測定した。活性は 
5mM Na-P buffer で低調溶血したものを 100%とした相対活性で示した。  
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Fig. 2-10.  LukED のヒツジ赤血球に対するヘモリジン活性 
  
 108 個のヒツジ赤血球に対し、LukE(S 成分)と LukD(F 成分)を同濃度で 10 から 100 
pmol 作用させ、37℃で 60 分インキュベートした。遠心後反応上清を PBS にて 10 倍希
釈し、遊離したヘモグロピン量を 541 nm の吸光度として測定した。活性は 5 mM Na-P 
buffer で低調溶血したものを 100%とした相対活性で示した。  
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Fig. 2-11. LukED と Hlg の各成分を交換した場合のヘモリジン活性 
  
108のヒト赤血球に対し、LukE、Hlg2(S 成分)と LukD、LukF (F 成分)を図中に示した
組み合わせで、それぞれ同濃度で 10 から 100 pmol 作用させ、37℃で 60 分インキュベ
ートした。遠心後反応上清を PBS にて 10 倍希釈し、遊離したヘモグロピン量を 541nm
の吸光度として測定した。活性は 5 mM Na-P buffer で低調溶血したものを 100%とした
相対活性で示した。なお、Hlg2 (S 成分)と LukF( F 成分)による Hlg の活性については、
本反応条件では常に 100%溶血であるためグラフは省略した。 
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第三章     LukE の Loop 領域の解析 
 
3-1   序言 
 
これまでに二成分性毒素のうちヒト赤血球に対する溶血活性が詳細に解析されてい
たのは Hlg2 と LukF の組み合わせである γ ヘモリジンのみであった。γ ヘモリジンは非
常に強い溶血活性示し、その作用順序も他のロイコシジングンとは逆であるなど、特異
な存在であると考えられてきた（Ozawa et al., 1995, Kaneko et al., 1997）。LukEDVの発
見の文献で Morinaga らは溶血活性を記述していたが、具体的なデータは示されていな
かった（Morinaga N, 2003）。 
私は第二章で LukED がロイコシジンの中では強い赤血球溶血活性を持つことを明ら
かにした。二成分性毒素の各成分タンパク質は、毒素が膜孔を形成した際に標的血球表
層と直接相互作用する rim ドメイン （Fig. 3-1 では赤で表示）、膜孔リングの頂部にな
る cap ドメイン （Fig. 3-1 では青で表示）、および β バレルを形成する stem ドメイン 
(Fig. 3-1 では緑で表示)の各ドメインからなる。本研究室の竹下の修士論文を始めとす
るこれまでの研究から、γ ヘモリジンの S 成分である Hlg2 において、赤血球に対する
崩壊活性に関与する領域として、rim ドメインの４つの Loop 構造(Loop 1-4、 Fig. 3-1
では赤枠で表示)および cap ドメインの loop D が調査されている。LukED は赤血球をは
じめ、幅広い血球を認識できる一方で、その rim ドメインの４つの Loop 構造における
アミノ酸配列が Hlg2 と異なることは、二成分性毒素の細胞特異性を考える上で非常に
興味深い。 
 そこで本章では LukE のそれらループ領域の置換変異体を構築し、LukE のヒト赤血
球崩壊に関わる残基の特定を試みた。 
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3-2    方法 
 
3-2-1 変異毒素の作製 
 
変異毒素は PrimeStar Max mutagenesis basal kit (TAKARA BIO, Shiga,  Japan) を用いて
クイックチェンジ法により作製した： 
2-2-2 で得られた LukE 発現プラスミドを鋳型として Table 3-1b に示してあるプライ
マーをそれぞれ用い、Table 3-2 の反応系を調製し、Table 3-3 の反応条件で PCR 反応を
行った。増幅産物についてアガロースゲル電気泳動を行い、目的の増幅産物を確認した。
PCR 増幅産物にそのまま DpnI (TAKARA BIO INC. Shiga, Japan) を 2 L 加え、1 h, 37°C 
インキュベートし、鋳型プラスミドを分解した。得られた反応液を用い、2-2-4 と同様
にして HST08 株をトランスフォーメーションした。塩基配列解析を行い、目的の部位
のみに変異が入っていることを確認し、目的の形質転換体を得た。これを大腸菌
BL21(DE3)に導入し、変異体の発現株とした。多重変異体はこれを繰り返して作成した。 
 
Table 3-2. Reaction mixture for quick change mutagenesis  
Prime Star Max Premix (2×) 25.0 L 
DNA (25 pg/L)          1.0 L 
Primer   Fw              0.5 L 
Rv         0.5 L 
D.D.W.            23.0 L   
Total         50.0 L 
 
Table 3-3. PCR reaction for quick change mutagenesis                                                              
Segment 1 1 cycle      94 °C  2:00  
Segment 2   30 cycles  98 °C  0:10 denature 
55 °C    0:15 annealing 
72 °C  0:35 extension 
Segment 3 1 cycle     72 °C  5:00    
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(min:sec) 
3-2-2   塩基配列の解析 
2-2-6 と同様にして行った。 
 
3-2-3   大腸菌の形質転換 
2-2-4 と同様にして行った。 
 
3-2-4     Histidine-tagged 毒素タンパク質の精製 
2-2-7 と同様にして行った。 
 
3-2-5  Circular dichroism (CD) spectrum の測定 
S. aureus Newman 株から精製した LukE をコントロールとし、各 loop 変異体について
Jasco J-720W1 Spectropolarimeter (日本分光、Tokyo, Japan) 用いて CD スペクトルを測
定した。各サンプルは 100 μg/mL 、400 μL アプライした。 
 
3-2-6  赤血球の調製 
2-2-10 と同様にして行った。 
 
3-2-7 ヘモリジン活性の測定 
2-2-11 と同様にして行った。 
 
3-2-8 Western blotting による膜結合成分の解析 
 
Western blotting では、セミドライ型ブロッティング装置の  Trans-Blot SD semi-dry 
transfer cell (BIO-RAD, California,  USA)を用いて、pore size 0.45 m の PVDF 膜
(Millipore, Massachusetts, USA) にブロッティングした。ブロッティングの操作は以下に
示す通りである。 
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 PVDF 膜は予め MeOH に 2 min 程度浸して親水化処理を施し、3 枚一組の濾紙を二
組 と 親水化処理した PVDF 膜を室温で転写 buffer (Glycine 7.21 g, Tris 1.51 g, SDS 0.05 
g/500 mL)に 30 min 浸して緩衝化を行った。ブロッティング装置の陽極側から、濾紙、
PVDF 膜、泳動後のゲル、濾紙の順番に重ね、15 V、30 min 転写を行った。 
 転写後の PVDF 膜の処理は全て室温で行った。まず、0.05% Tween20 / PBS で 5 min、
2 回洗浄した後、 5% スキムミルク/ PBS で 1 h 以上 (O/N 時には 4 °C で) blocking 
を行った。blocking 後の膜を 0.05% Tween20 / PBS で 5 min、2 回洗浄し、一次抗体 (ウ
サギ抗 LukF, LukS または Hlg2 抗体を 0.5% スキムミルク/ PBS で 5,000 倍希釈した抗
体溶液) を RT、1 h 反応させた。続いて、0.05% Tween20 / PBS で 5 min、4 回洗浄し、
次に二次抗体 (anti-rabbit IgG (Fc) AP conjugate (Promega, U.S.A.)   を 0.5% スキムミル
ク/ PBS で 7,500 倍希釈した抗体溶液 10 mL) を 室温で 1 h 反応させた。抗体反応後
の PVDF 膜を 0.05% Tween20 / PBS で 5 min、2 回洗浄後、AP buffer (Tris 6.06 g, NaCl 
2.92 g, MgCl2･6H20 0.20 g/500 mL, pH 9.5) 10 mL で 10 min、2 回緩衝化処理を行った。
AP buffer 15 mL に対して、基質 NBT (125 mg/mL) 7.5 L と BCIP (50 mg/mL) 10.9 L を
添加した発色液を用いて、目的タンパク質の検出を行った。検出後はバックグラウンド
が上がる前に、大量の水で洗浄して反応を停止させ、風乾した。なお、一次抗体 とし
て用いたウサギ抗 LukF 抗血清が LukD と、抗 LukS または Hlg2 抗血清が、それぞれ
LukD, LukE とクロスして反応することは事前に確認した。 
  なお、実験は３連以上で行い、Welch の t 検定で有意性を確認した。 
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3-3     実験結果と考察 
 
3-3-1     変異導入の計画  
 
Hlg の作用は、各成分は菌から分泌後、LukF 及び Hlg2 モノマーが標的細胞膜に渇仰
することで開始する。本章では LukE の LoopD および rim ドメインの 4 つの Loop のヒ
ト赤血球溶血活性と結合強度への影響を解析した。 
 竹下は、Roblin らの Hlg2 モノマーの構造で Loop4 の電子密度が低く、先端の構造が
決められていないことから、Hlg2 モノマーの状態では Loop4 先端はある程度自由な構
造が取れる状態になっており、それが血球認識に関与している可能性を推定し、血球認
識における Loop4 の重要性を明らかにした（竹下修士論文）。そこで LukE の各 Loop
変異体の作成にあたっては、Hlg2 もとに Swiss-Model により予測したモデルによって構
造上の変化を含め置換する範囲を決定した。なお、LukE の構造は 2016 年になってに解
析された(Nocadello et al., 2015)。各ループ位置などは Hlg2 ベースのモデルと変わらない
ことが確認できた。 
 Fig. 3-1 に二成分性毒素ファミリーの S 成分間のアミノ酸配列を比較を示した。私は
竹下が Hlg2 において赤血球に対する崩壊活性に関与する領域として解析した、赤枠で
示した rim ドメインの 4 つの Loop 領域と cap ドメインの Loop D に注目した(竹下修士
論文)。各ループの関係は Fig. 3-2 に示した。 
① Loop D：K23RLAI27 の 5 残基からなる。LukE の当該領域は K23KWGV27 となってい
るので、はじめの Lys 残基以外、全体を置き換えることにした。 
② Loop1:Hlg2 では KYPY が赤血球認識に補助的に関係することが示唆されている。
LukS-PV の当該領域は NTDH である一方、LukE の当該領域は G64SGYEL69となって
おり、2 残基長くなっている。今回は LukE の 6 残基をすべて LukS-PV 型に置換す
ることにした。 
③ Loop2: 竹下は Hlg2 の Asn(N)167残基と LukS-PV の Leu(L)167 残基への置換を行い、
考察している。LukE の該当する残基は Asp(D)169となっており、今回はこれを Hlg2
型、LukS-PV 型に置換することにした。その以外に LukE の Glu (E)164と Lys(K)171も
Hlg2 型また LukS-PV 型に置換した。 
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④ Loop3:Hlg2の P183YSQNP188にあたる領域である。本領域には Pro(P)が点在しており、
これらを P 以外の残基に置換すると CD スペクトルが大幅に変化してしまうことが
竹下により確認されている。そこで、Pro を避けて一残基ずつ置換することにした。
本論文では LukE の N185を Hlg 型の V245に置換を行った。また LukS-PV の当該アミ
ノ酸残基は Pro であり、立体構造の変化も予想されたが LukE N185 の P ヘの置換も
試みることにした。 
⑤ Loop4: Hlg2 の V240TRHR244にあたる領域である。LukE では F245PRTG249であり、こ
れを Hlg2 型、および LukS-PV の Y246GNSY250に置換した。 
 以上、取得した変異毒素は Table 3-1a にまとめた。 
 
3-3-2      変異体の取得 
 
第二章で構築した N-末端に(His)6 タグを融合した LukE 発現プラスミドを鋳型とし
て、クイックチェンジ法により変異を導入した。Hi Trap HP 精製によって、全て SDS-
PAGE、CBB 染色で単一バンドとなる精製表品を得ることができた。いずれの変異体も
CD スペクトルのパターンに大きな変化は無かったことから、全体の立体構造は保持さ
れていると考えられた。 
 
3-3-3    LukE の各 Loop を LukS-PV 型に変異させた影響 
 
Hlg2 の解析は、竹下が修士論文で報告している。Hlg2 の 各 Loop を、赤血球に結
合しない LukS-PV の Loop と置換すると、Loop4 変異体は血球結合能力が著しく低下
し、溶血活性も失った（竹下修士論文）。逆に LukS-PV の Loop4 を Hlg2 に置換すると
ヒト赤血球認識能力を付与できる。一方、Hlg2 の Loop1 と Loop2 は単独変異体の影響
はほとんど受けないが、二重変異体では結合が低下し、溶血活性が減少した。一方 Loop3
の置換は影響がなかった。以上の結果から、Hlg2 の Loop4 は赤血球認識に関与してい
ること、Loop1, 2 は赤血球認識に補助的に関わっていること、Loop3 は赤血球認識に関
与しないことが示された。そこで私が LukE について各ループの置換体を構築し、ヒト
赤血球の溶血活性に対する影響を検討した。 
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 第二章の結果により、溶血活性は 108細胞に対して、LukE 及び変異体と LukD を 1:1
で 100 pmol まで添加し、37 度 1 時間反応することとした。反応上清は溶血活性の定量
に、沈殿の細胞膜画分はウェスタンブロッティングによる結合量解析に用いた。 
その結果、LukE の loop4 置換体[LukE(L4)SPV]でも LukD とペアで添加した場合、溶血
活性も失われ (Fig. 3-3)、結合能力も激減した(Fig. 3-4)。一方、Hlg2 では置換の影響が
小さかった Loop1, Loop2 単独変異体[それぞれ LukE(L1)SPV、LukE(L2)SPV]でも溶血活
性が 10％程度まで激減し(Fig. 3-3)、これには結合強度の減少が伴っていた(Fig. 3-4)。 
以上の結果から LukE は Hlg2 と同様に Loop4 が赤血球認識および溶血に重要である
こと、そして Loop1, 2 の赤血球認識への関与は Hlg2 に比べて強いことが示唆された。 
また、Loop3 の置換[LukE(L3)SPV]は溶血活性及び結合性に影響しなかった。以上の
結果、LukE の Loop4 は赤血球認識及び溶血に関与しており、Loop1 と 2 は補助的に働
くことが示唆された。 
 
3-3-4  LukS-PV の各ループを LukE 型に変異させた影響 
 
LukS-PV の各 Loop を LukE 型に置換して、赤血球に対する崩壊活性が現れるかを
次に検討した。竹下が修士論文で LukS-PV の各ループを Hlg2 型に置き換えた変異体で
LukF を対としているため、それらの結果と比較するために、LukS-PV 変異体と対にな
る F 成分として LukF を用いた。竹下の修士論文によれば、LukS-PV の各ループを Hlg2
型に置き換えた場合、溶血活性に最も影響した Loop4 単独変異体[SPV(L4)Hlg2]は 10%
程度の溶血活性を示した。さらに Loop4 単独変異体の Loop4 の N-末端側に存在する、
Hlg2 には無い 5 残基の Z-領域を除去することで、SPV(L4)Hlg2delZ では活性は明らか
に増加した。更に Loop1 と 2 の多重変異を導入した 4 重変異体 SPV(L1,2,4)Hlg2delZ で
は 500 pmol において 100%溶血が観察された（竹下修士論文）。これらの結果は、LukS-
PV の rim 部の Hlg2 型への置換によって赤血球崩壊活性を与えるには、LukS の Z 領域
を取り去り、さらに Loop4 に加え、Loop1 と 2 の置換を要することになる。 
 一方、今回の LukS-PV の Loop4 を LukE 型に置換した変異体と LukF 1:1 で 500pmol
添加し、37℃で 0~2 時間反応した結果、LukS−PV の Loop4 単独変異体[SPV(L4)LukE]で
2 時間後に 60%の溶血活性が観察された。これによって、確かに LukE の Loop4 は LukS-
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PV に赤血球に作用する能力を付与できることが確認された。ところで Hlg2 の Loop4 に
よる置換とは異なり、LukE の Loop4 による置換では Z-region を除去[SPV(L4)LukEdelZ]
しても溶血活性に影響しなかった。さらに LukE Loop1 と Loop2 による追加変異を加え
た SPV(L2,4)LukE および SPV(L1,2,4)LukE でも溶血活性は増強されなかった (Fig. 3-5, 
3-6)。Hlg2 と LukE の各 loop 間でアミノ酸（配列）が異なる（Fig. 3−2）ことも考慮すれ
ば、LukE の赤血球の認識機構は Hlg2 とは異なると考えられる。 
さらに興味深いことに、LukS-PV の loop を LukE 型に置換したこれらの変異体を LukE
と本来ペアとなっている LukD とともに同様に解析したところ、溶血活性はほとんど確
認できなかった(Fig. 3-6)。これは Loop 以外の本体となる S 成分と本来対になる F 成分
の関係も、溶血活性に影響することを示している。 
以上のことから、次に LukE と Hlg2 の間で各 Loop を置換し、溶血活性への影響を
解析することにした。また、F 成分との組み合わせについては第四章で検討した。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
 
3-3-5   LukE に Hlg2 の相当部位を置換した変異体の解析 
 
 これまでの結果から、LukE と Hlg2 の赤血球認識には、共に Loop4 が重要であること
が示された。そこで次に共に赤血球を認識できる LukE と Hlg2 で Loop4 を置換した際
の影響を解析した。その際、母体となる S 成分とペアにする F 成分の関係も活性に影響
することも考慮した。 
 まず、LukE の各ループを Hlg2 型に置換した変異体の溶血活性を、本体部である LukE
の本来のペアである LukD とともに解析した。LukE の Loop4 をより溶血活性の強い
Hlg2 型に置換することで、溶血活性の上昇を期待した。ところが予想に反して、
LukE(L4)Hlg2 変異体は逆に溶血活性も完全に失われた(Fig. 3-7)。LukE(L4)Hlg2 は赤血
球への結合能も失っていた（Fig. 3-8）。さらに Loop2 の置換体[LukE(L2)Hlg2]でも結合
量の減少に伴う、溶血活性の低下が見られた(Figs. 3-7, 3-8)。 
 一方、Hlg2 の Loop1 の導入した変異体[LukE(L1)Hlg2]では溶血活性が上昇した。
LukE(L1)Hlg2 の結合量は WT と比べ同程度であったことから、Hlg2 の Loop1 は結合
以外の部分で LukE の溶血活性を上昇させる可能性が考えられた。Hlg2 の Loop4 を導
入した LukE が失った溶血活性及び赤血球結合性は、 Loop2 の追加導入変異
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[LukE(L2,4)Hlg2]で回復しなかった(Figs. 3-19, 3-10)。さらに、Hlg2 の Loop1 の追加導入
変異[LukE(L1,2,4)Hlg2]で結合性は回復したものの、溶血活性は回復しなかった。 
 また、Loop3 領域の置換[LukE(L3)Hlg2]は活性に大きな影響を及ぼさなかった。Loop3
結果として、Loop3 は赤血球認識に関与していないと考えられていが、今後は前後の残
基も含めて、確認する必要があろう。 
 また、竹下によって LukS-PV 変異体の溶血活性上昇に寄与することが見いだされて
いた LoopD も、LukE[LukE(D)Hlg2]の溶血活性には影響しなかった。 
 以上の結果は、LukE の溶血活性には本来の Loop4 が必要であることが示された。
LukE の Loop4 は Hlg2 との交換はできず、溶血活性は Hlg2 の Loop4 配列では相補でき
ないことを示している。これらの結果は、LukE と Hlg2 の赤血球レセプターの認識機構
が異なるという可能性を支持するものである。 
 
3-3-6     Hlg2 の各ループ部位を LukE 型に変異させた変異体の解析 
 
 次に Hlg2 の各ループを LukE 型に置換した変異体の活性を、Hlg2 本来のペアである
LukF との組み合わせで解析した。Loop1 変異体 Hlg2(L1)LukE 及び Loop2 変異体
Hlg2(L2)LukE では溶血活性及び赤血球結合に大きな変化は見られなかった(Fig. 3-12, 3-
13)。ところが、Loop4 を置換した Hlg2(L4)LukE では低毒素濃度において溶血活性の低
下が見られた。さらに Loop1,2,4 を置換した三重変異体 Hlg2(L1,2,4)LukE では溶血活性
が激減した(Fig. 3-12)。興味深いことに、これらの変異体も赤血球への結合量は同程度
であった。 
以上の結果から、Hlg2 の Loop4 の LukE 型への置換は、結合より後の過程で溶血活性
に影響している可能性が示唆された。このように、同じくヒト赤血球を認識する LukE
と Hlg2 であるが、その標的レセプター認識に関与する Loop4 の配列はそれぞれで異な
り、他の Loop との連携も毒素ごとに異なることが明らかとなった。LukE と Hlg2 の細
胞認識に関しては。2015 年の LukED と γ-ヘモリジン共通レセプターDARC 発見のレポ
ートでも、LukE と Hlg2 は DARC のそれぞれ異なる部分を認識すると想定されている。
今後は毒素とレセプターの直接的相互作用に注目し解析を進める必要があろう。 
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Table 3-1a. 本研究に用いたた S 成分及びそれらの変異体 
Name D-region Loop-1 Loop-2 Loop-3 Z-region Loop-4 
Hlg2 K23RLAI27 K64YPY67 N167 T183GPAA187 no V240TRHR244 
Hlg2(D)SPV* D23KWGV27 - - - no - 
Hlg2(L1)SPV* - N65TDH68 - - no - 
Hlg2(L2)SPV* - - N167L - no - 
Hlg2(L3)SPV* - - - YSQNP no - 
Hlg2(L4)SPV* - - - - no Y246GNSY250 
Hlg2insZ* - - - - RRTTH - 
Hlg2(L4)LukE - - - - no F245PRTG249 
LukE K23KWGV27 G64SGYEL69 D169 N185GPTGSA191 no F245PRTG249 
LukE(L1)SPV - N65TDH68 - - no - 
LukE(L2)SPV - - D169L - no - 
LukE(L3)SPV - - - N185P no 
 
LukE(L4)SPV - - - - no Y246GNSY250 
LukE(L1)Hlg2 - K64YPY67 - - no - 
LukE(L2)Hlg2 - - D169N - No - 
LukE(L3)Hlg2 - - - N185T No - 
LukE(L4)Hlg2 - - - - No V240TRHR244 
LukE(D)Hlg2 K23RLAI27 - - - No - 
LukS-PV D23KWGV27 N65TDH68 L167N P183YSQNP188 R241RTTH245 Y246GNSY250 
SPV(L4)Hlg2* - - - - - V240TRHR244 
SPV(L4)Hlg2delZ* - - - - deleted V240TRHR244 
SPV(L2,4)Hlg2delZ* - - L167N - deleted V240TRHR244 
SPV(L1,2,4)Hlg2delZ* - K64YPY67 L167N - Deleted V240TRHR244 
SPV(D,L1,2,4)Hlg2delZ* K23RLAI27 K64YPY67 L167N - Deleted V240TRHR244 
SPV(L4)LukE - - - - - F245PRTG249 
SPV(L4)LukEdelZ - - - - deleted F245PRTG249 
SPV(L2,4)LukE - - L167D - - F245PRTG249 
SPV(L1,2,4)LukE - G64SGYEL69 L167D - - F245PRTG249 
- : not exchanged 
*:竹下作成 
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Table 3-1b. 変異毒素作成に用いたプライマー 
Name Fw 5’  — 3’ Rv5’  — 3’ 
LukE(L1)SPV aacacagatcatactaaacgaatgatttggcc atgatctgtgttcttcacatctgaaaatgaag 
LukE(L2)SPV acgcctttaggaaaaaaatctgcgcatg  ttttcctaaaggcgtaacaaattcgtttgc  
LukE(L3)SPV agtccaccaggtccaacaggttcagcaagg  tggacctggtggactttgtacgaataaatatc  
LukE(L4)SPV tatggcaatagttatatttacgcagaaagaaagc ataactattgccatataaagtcgcatatgtaatatc 
LukE(L1)Hlg2 aaatatccatatactaaacgaatgatttggcc atatggatatttcttcacatctgaaaatgaag 
LukE(L2)Hlg2 acgcctaatggaaaaaaatctgcgcatg ttttccattaggcgtaacaaattcgtttgc 
LukE(L3)Hlg2 agtccaactggtccaacaggttcagcaag tggaccagttggactttgtacgaataaatatc -  
LukE(L4)Hlg2 gtgacaagacatcgtatttacgcagaaagaaagc acgatgtcttgtcactaaagtcgcatatgtaatatc 
LukE(D)Hlg2 aaacgattagctataactcaaaatgtccaattcg tatagctaatcgtttactacttacatcctccgt 
SPV(L2)LukE acatcagatggtaaaatgtctggacatg tttaccatctgatgtgataaatgaattagc 
SPV(L1)LukE ggtagtggctatgaactgataaaagcaatgaggtgg  cagttcatagccactacctttgtaattgtaataagt 
SPV(L4)LukE ttcccgagaaccggtttagaaggatctagaata accggttctcgggaagtgtgttgttcttctagt  
SPV(L4)LukEdelZ ttcccgagaaccggtttagaaggatctagaata accggttctcgggaagtgagtagcatgagtaac 
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Fig. 3-1. Hlg２の膜孔耕造と２成分性毒素 S 成分の比較.  
 
A) γ ヘモリジン膜孔の立体構造と各ドメインの位置を示す。赤血球膜に接しているル
ープ領域を赤枠で示した。 
B) 黄色ブドウ球菌の産生する二成分性毒素の S 成分のうち、ロイコシジンの LukS、
PVL の LukS-PV、LukMF’の LukM、LukED の LukE、および γ ヘモリジンの Hlg2 につ
いて、シグナル配列を除いた成熟毒素成分のアミノ酸配列を比較した。ピンクの編掛
けのアミノ酸は Hlg2 アミノ酸と同一のものを示す。橙色の枠は LoopD 領域、赤枠は 
rim ドメインの Loop 1 から４の領域であり、Hlg2 配列のそれぞれの枠色で網掛けさ
れた残基は、竹下により見いだされた Hlg2 の赤血球認識に関与する残基を示す。
LukS 配列上青字の配列はそれぞれ白血球の完全崩壊に関与するリン酸化部位を含む Z
領域である。配列の上のボックスは cap（青）、rim（赤）、stem（緑）の各ドメイン
を構成するベータ構造の位置を示す。 
ループ領域 
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Fig. 3-2. 変異導入部位. 
A) γヘモリジン膜孔の立体構造とから抽出した Hlg2プロトマー上の LoopD および rim
ドメインの Loop1 から 4 の位置。 
B) LukE の各ループ部と Hlg2、LukS-PV における当該部位の比較。これらを相互に置換
したが、Loop2、Loop3 置換体では下線部の残基のみを置換した。 
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Fig. 3-3. LukE の LukS-PV 型 Loop 置換変異体のヒト赤血球溶血への影響 
 
LukE およびその変異体量を 108個のヒト赤血球あたりおよび 0 から 100 pmol で変化
させ、同濃度の LukD とともに 37℃で 1 時間反応後、 上清の 541 nm の吸光度を測定
した。 縦軸は低調溶血した赤血球の吸光度を 100 とした相対活性で示した。エラーバ
ーは 3 回測定の標準偏差を表す。 
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Fig. 3-4.  LukE の LukS-PV 型 Loop 置換変異体のヒト赤血球溶血への結合強度. 
 
Fig. 3-3 で LukE（および変異体）と LukD の濃度をそれぞれ 100 pmol と反応後の反
応後の赤血球膜ゴースト上の LukE 及びその変異体を抗 Hlg2 抗体を用いたウェスタン
ブロッティングで検出した。Image J でバンド強度を測定し、LukE の強度を１とした相
対強度を算出した。エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表し、アスタリスクは統計的有
意性を表す(**:P≤0.01)。 
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Fig. 3-5.  LukS-PV の LukE 型 Loop 置換変異体のヒト赤血球溶血活性への影響  (1) 
 
LukS-PV 変異体と LukF の濃度を 108 個のヒト赤血球あたりそれぞれ 500 pmol で固
定し、37℃で 30～120 分までタイムコースを取り、541 nm の吸光度を測定した。 縦軸
は低調溶血した赤血球の吸光度を 100 とした相対活性で示した。 
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Fig. 3-6. LukS-PV の LukE 型 Loop 置換変異体のヒト赤血球溶血活性への影響（2）. 
 
LukS−PV およびその変異体量を 108個のヒト赤血球あたり 500 pmol で固定し、同濃
度の LukF または LukD とともに 37℃で 2 時間反応後、 541 nm の吸光度を測定した。 
縦軸は低調溶血した赤血球の吸光度を 100 とした相対活性で示した。エラーバーは 3 回
測定の標準偏差を表す。 
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Fig. 3-7. LukE の Hlg2 型 Loop 置換変異体のヒト赤血球溶血への影響(1). 
 
108個のヒト赤血球あたり LukE（および変異体）濃度をそれぞれ 0~100pmol で変化
させ、同濃度の LukD とともに 37℃で 60 分反応後、541 nm の吸光度を測定した。 
縦軸は低調溶血した赤血球の吸光度を 100 とした相対活性で示した。エラーバーは 3
回測定の標準偏差を表す。 
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Fig. 3-8. LukE の Hlg2 型 Loop 置換変異体のヒト赤血球溶血への結合強度(1). 
 
Fig. 3-7 で LukE（および変異体）と LukD の濃度をそれぞれ 100 pmol と反応後の赤血
球膜ゴースト上の LukE 及びその変異体を抗 Hlg2 抗体を用いたウェスタンブロッティ
ングで検出した。Image J でバンド強度を測定し、LukE の強度を１とした相対強度を算
出した。エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表し、アスタリスクは統計的有意性を表す
(**:P≤0.01)。 
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Fig. 3-9. LukE の Hlg2 型 Loop 置換変異体のヒト赤血球溶血への影響(2). 
 
108個のヒト赤血球あたり LukE（および変異体）濃度をそれぞれ 0~100 pmol で変
化させ、同濃度の LukD とともに 37℃で 60 分反応後、541 nm の吸光度を測定した。 
縦軸は低調溶血した赤血球の吸光度を 100 とした相対活性で示した。エラーバーは 3
回測定の標準偏差を表す。 
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Fig. 3-10. LukE の Hlg2 型 Loop 置換変異体のヒト赤血球溶血への相対結合強度(2). 
 
Fig. 3-9.で LukE（および変異体）と LukD の濃度をそれぞれ 100 pmol と反応後の赤血
球膜ゴースト上の LukE 及びその変異体を抗 Hlg2 抗体を用いたウェスタンブロッティ
ングで検出した。Image J でバンド強度を測定し、LukE の強度を１とした相対強度を算
出した。エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表し、アスタリスクは統計的有意性を表す
(**:P≤0.01)。 
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Fig. 3-11. Hlg2 の LukE 型 Loop 置換変異体のヒト赤血球溶血へ影響(1). 
 
108個のヒト赤血球あたり Hlg2（および変異体）濃度をそれぞれ 0~100 pmol で変化
させ、同濃度の LukD とともに 37℃で 60 分反応後、541 nm の吸光度を測定した。 
縦軸は低調溶血した赤血球の吸光度を 100 とした相対活性で示した。エラーバーは 3
回測定の標準偏差を表す。 
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Fig. 3-12. Hlg2 の LukE 型 Loop 置換変異体のヒト赤血球溶血への結合強度(1). 
 
Fig. 3-11 で Hlg2（および変異体）と LukD の濃度をそれぞれ 100 pmol と反応後の赤
血球膜ゴースト上の LukE 及びその変異体を抗 Hlg2 抗体を用いたウェスタンブロッテ
ィングで検出した。Image J でバンド強度を測定し、LukE の強度を１とした相対強度を
算出した。エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表す。 
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第四章 二成分性毒素のヒト赤血球崩壊活性と F 成分 
 
4-1 序論 
 
一般に二成分性ロイコシジンの S成分と F成分は交換できると言われる。竹下はHlg2
と LukS-PV の交換変異体と LukF をペアとして解析し、Loop4 の重要性を確認した。第
三章で私は LukE, Hlg2、LukS-PV の Loop 置換変異体を作成し、LukE ベースのループ変
異体を解析する際には LukD と、LukS-PV の置換体を解析するときには LukF をペアと
して解析して来た。ところが、LukE に Hlg2 のループ部位を導入した変異体を LukD と
ペアとして解析した結果、溶血活性がないという結果が得られた。すなわち、S 成分は
主として細胞の結合を通じて選択制を発揮するが、加えて、F 成分との組み合わせも細
胞特異性に関わる可能性がある。そこで私は Hlg2 - LukE 置換変異体が F 成分の影響を
受けるかどうかを調べた。 
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4-2 実験方法 
 
 第三章と同様に行った。 
 
4-3 実験結果と考察 
 
4-3-1 LukE の Hlg2 型 Loop4 置換置換変異体の溶血活性は F 成分の影響を受ける 
第三章で LukE の Loop4 をに Hlg2 型に置換した変異体 LukE(L4)Hlg2 は LukD との組
み合わせでは 100 pmol/108cells で作用させても赤血球膜への結合性をほとんど失ってお
り、溶血活性を示さいことを紹介した(Figs. 3-7, 3-8)。ところが LukE(L4)Hlg2 を LukF と
ペアにしたところ、10％程度ではあるが溶血活性が回復し、結合量も上昇した(Figs. 4-
1, 4-2)。  
これらの結果から LukE 主体の変異体であっても、Hlg2 の Loop4 を持つ変異体は、結
合の段階で F-成分の影響を受けることが示された。 
 
4-3-2 Hlg2 の LukE 型 Loop4 置換変異体の溶血活性も F 成分影響を受ける 
第三章では Hlg2 の Loop を LukE 型に置換した変異体を LukD と共に作用させて、
Hlg2 の Loop4 の置換変異[Hlg2(L4)LukE]は赤血球への結合性には影響しないが、低毒素
濃度では溶血活性が低下することを見いだした(Figs. 3-11, 3-12)。そこで Hlg２の本来の
ペアである LukF とペアとして同様に活性を測定したところ、Hlg2(L4)LukE では低毒素
濃度において LukD とペアにした場合よりも強い溶血活性を示した(Fig. 4-3)。これは
LukF が低い毒素用量で Hlg2 の Loop4 変異体の溶血活性を増強することを示している。 
さらに Loop4 以外のいずれの単変異体も低毒素濃度において。LukF をペアとした方
が LukD とペアにした場合よりも強い溶血活性を示した(Fig. 4-3)。 
さらに前章で大幅な活性の低下が見られた 3 重変異体 Hlg2(L1,2,4)LukE は 50 
pmol/108cells 以上の濃度では完全溶血に達した(Fig. 4-3)。いずれの Hlg2 の LukE 型 Loop
置換変異体も赤血球への結合性は同等であった(Fig. 4-4)。 
これらの結果から Hlg2 主体の LukE 変異体は全て低毒素量の条件で F-成分の影響を
L
u
k
E
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受けることが示された。これは第二章 2-3-5 で示した Hlg2 の「Hlg2 は LukD とペアに
した場合でも赤血球を認識できるがその活性は F 成分によって規定される」という性
質を支持するものである。S 成分も変異の有無にかかわらず充分量結合していることか
ら、メカニズムはまだ不明であるが、LukF は HIg2 変異体の高溶血活性に寄与している
と考えられる。 
 
4-3-3 低濃度での Hlg2 の LukE への置換変異体の溶血活性への F 成分の影響  
Fig. 4-4 では充分に溶血活性が見られる 100 pmol/108cells の毒素量で溶血活性と赤血
球への結合量補活性を解析した。では、低毒素濃度において Hlg2(L4)LukE を LukD と
ともに作用させた時の溶血活性の低下は、Hlg2(L4)LukE の結合力が影響しているのだ
ろうか？ 
比較のため、Hlg2(L4)LukE と野生型 LukE 及び Hlg2 の、LukD と LukF での濃度と活
性の変化のデータを修正した図を示す(Fig. 4-5)。ここで注目したのは LukD 活性をとペ
アにした時の Hlg2、LukE および Hlg2(L4)LukE の活性が明らかに異なる、40〜50 
pmol/108cells の毒素量である。50 pmol/108cells でのそれぞれの S 成分の赤血球への結合
を解析したところ、驚いたことに変異体 Hlg2(L4)LukE の結合量は LukF とペアにして
も LukD とペアにしても、野生型 Hlg2 より明らかに多かった(Fig. 4-6A) 。一方、溶血
活性の低い LukE は結合量も少なかった。 
この際、LukD の結合量は対になる S 成分に関わらず、ほぼ一定であった(Fig. 4-6B)。
LukF とペアにした場合も同様の現象が観察された(Fig. 4-7)。  
これらの結果から、F 成分の違いによる Hlg2(L4)LukE の溶血活性の変化、いわば「パ
ートナー効果」は、変異体の結合量の差によるものではないことが確認された。すなわ
ち、F 成分による溶血活性の差は変異体の膜への結合より後の過程が影響している可能
性が高い。膜孔形成の際には環状複合体形成中に S 成分と F 成分が交互に配置するた
め、Hlg2 と LukF あるいは LukD との間の分子間相互作用に関与する可能性がある。 
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Fig. 4-1. LukE の Hlg2 型変異体と LukF とペアにした人赤血球への溶血活性解析. 
 
反応時間を 1 時間で固定し、Hlg2, LukE およびその変異体量を 108個のヒト赤血球あ
たりおよび 0 から 100 pmol で変化させ、同濃度の LukF とともに 37℃で反応後、 541 
nm の吸光度を測定した。 縦軸は溶血した赤血球の吸光度を 100 とした相対活性で示
した。 エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表す。 
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Fig. 4-2. LukE の Hlg2 型変異体と LukF とペアにしたヒト赤血球への結合強度. 
 
108個のヒト赤血球あたり LukE（および変異体）と LukF の濃度をそれぞれ 100 pmol 
で固定し、37℃で 60 分まで反応後、サンプルを遠心分離させ、沈殿をウェスタンブロ
ッティング分析することで、A)は anti-hlg2 B)は anti-LukF でバンドを検出し、image J で
相対バンド強度を算出した。エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表す。 
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Fig. 4-3. Hlg2 の LukE 型変異体と LukF とペアにした人赤血球への溶血活性解析(1). 
 
反応時間を 1 時間で固定し、Hlg2, LukE およびその変異体量を 108個のヒト赤血球あ
たりおよび 0 から 100 pmol で変化させ、同濃度の LukF とともに 37℃で反応後、 541 
nm の吸光度を測定した。 縦軸は溶血した赤血球の吸光度を 100 とした相対活性で示
した。エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表す。  
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Fig. 4-4. Hlg2 の LukE 型変異体と LukF とペアにしたヒト赤血球への結合強度(1) 
 
108個のヒト赤血球あたり Hlg2（および変異体）と LukF の濃度をそれぞれ 100 pmol 
で固定し、37℃で 60 分まで反応後、サンプルを遠心分離させ、沈殿をウェスタンブロ
ッティング分析することで、A)は anti-hlg2 B)は anti-LukF でバンドを検出し、image J で
相対バンド強度を算出した。エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表す。 
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Fig. 4-5. Hlg2 の LukE 型変異体と LukF とペアにした人赤血球への溶血活性解析(2). 
 
反応時間を 1 時間で固定し、Hlg2, LukE およびその変異体量を 108個のヒト赤血球あ
たりおよび 0 から 100 pmol で変化させ、同濃度の LukF とともに 37℃で反応後、 541nm 
の吸光度を測定した。 縦軸は溶血した赤血球の吸光度を 100 とした相対活性で示した。
エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表す。  
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Fig. 4-6. Hlg2 の LukE 型変異体と LukD とペアにしたヒト赤血球への結合強度(2). 
 
108 個のヒト赤血球あたり LukE,Hlg2（および変異体）と LukD の濃度をそれぞれ
50pmol で固定し、30℃で 60 分まで反応後、サンプルを遠心分離させ、沈殿をウェスタ
ンブロッティング分析することで、A)は anti-hlg2 B)は anti-LukF でバンドを検出し、
image J で相対バンド強度を算出した。エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表し、アス
タリスクは統計的有意性を表す(**:P≤0.01)。 
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Fig. 4-7. Hlg2 の LukE 型変異体と LukF とペアにしたヒト赤血球への結合強度(2). 
 
108個のヒト赤血球あたりLukE,Hlg2（および変異体）とLukFの濃度をそれぞれ50pmol 
で固定し、37℃で 60 分まで反応後、サンプルを遠心分離させ、沈殿をウェスタンブロ
ッティング分析することで、A)は anti-hlg2 B)は anti-LukF でバンドを検出し、image J で
相対バンド強度を算出した。エラーバーは 3 回測定の標準偏差を表し、アスタリスクは
統計的有意性を表す(**:P≤0.01)。
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第五章 二成分性毒素のリンパ球認識に関する解析 
 
5-1 序論 
 
私が研究を進めている間に黄色ブドウ球菌 2 成分性毒素の S 成分の標的細胞膜上
のレセプタータンパク質が Torres らにより次々に発見された。 
ヒト白血球では好中球の表面上に発現される CXC chemokine receptor (CXCR)1 及び
CXCR 2 が LukE と Hlg2 の白血球レセプターであり(Reyes-Robles et al., 2013; Spaan,et 
al., 2014)、LukS と LukS-PV は別のレセプターとして C5a anaphylatoxin chemotactic 
receptor (C5aR)を認識する(Spaan et al., 2013)。一方、LukE と Hlg2 はヒト赤血球を認識
するが共に Duffy antigen receptor for chemokines (DARC)を認識する(Spaan et al., 2015)。
また、LukE はヒトのリンパ球にも作用するが、そのレセプターとして C-C chemokine 
receptor type 5 (CCR5)が同定された(Alonzo 3rd et al., 2013)。これらのレセプターはいず
れも 7 回膜貫通型受容体ファミリー（Ｇタンパク質共役受容体）に属する。 
CCR5 はヒト免疫不全ウイルス(HIV)-1 の補助受容体として知られている。HIV-1 エ
ンヴェロープ糖蛋白である gp120 と CCR5 との間の相互作用を阻害する薬剤は、抗ウ
ィルス薬開発のターゲットのうちの 1 つであり、様々な薬物スクリーニング・システ
ムが設計されている。その中で、小野薬品工業の開発した CCR5 評価用のシステム
(Maeda et al., 2003)を利用できる機会を得たので、第三章と第四章で得た S成分の Loop
変異体を活用し、LukE の変異体の CCR5 との相互作用に必須の領域と探索すること
にした。 
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5-2 実験方法 
 
5-2-1 毒素成分及び変異毒素成分 
  
毒素成分及び変異毒素成分は第２〜4 章で調製したものを用いた。 
 
5-2-2 アッセイ系 
 
 小野薬品工業で開発されたヒト CCR5 を発現する CHO 細胞系（hCCR5-CHO 細胞）
を用いた。活性測定は小野薬品工業に委託し Maeda らの方法に準拠して行った(Maeda 
et al., 2003)。 
 細胞は 5 × 104 cells/well の濃度で 96 穴 Black-plate に分注した 10%のウシ胎仔血清
添加 Ham's F-12 medium（和光純薬）に播種した。培地には 100 U/ml penicillin、100 μ
g/ml streptomycin、5 μg/ml blasticidin S hydrochloride を添加した。 
 CO2インキュベータ（5％CO2、37℃）で 18〜24 時間の保温した後、培地をデカン
テーションによって捨てた。そして、各ウェルに 0.1%の BSA/PBS を 90μl 加え、CO2
インキュベータ（5％CO2、37℃）で 10 分間インキューベートした。そこに S 成分と
等量の F 成分を混合した 0.1% BSA/PBS を 10μl 加えてさらに 60 分間 CO2インキュ
ベータ（5％CO2、37℃）でインキューベートした。 
 細胞障害活性は CytoTox-ONE system (Promega)を用い、漏出した細胞内 LDH を測定
して評価した。 
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5-3 実験結果と考察 
 
5-3-1 LukE の各ループ置換変異体の CCR5 依存性細胞障害活性 
  
 第三章で LukE の各変異体を LukD と共にヒト赤血球に作用させ、Loop4 が赤血球
結合性において重要な役割を果たすこと、そして、Loop-1 と-2 はそれを補助すること
を明らかにした。 
 そこでまず、LukE の各ループ置換変異体の CCR5 依存性細胞障害活性を LukD と
の組み合わせで解析した。 
 LukE の Loop4 置換変異体の hCCR5/CHO-K1 に対する細胞障害活性は、LukS-PV 型
に置換したもの [LukE(L4)SPV]では LukE の 1/10 に、Hlg2 型に置換したもの
[LukE(L4)Hlg2]では 1/30 まで減少した（Fig. 5-1）。これは LukD と作用させた場合、
LukE の Loop4 が細胞障害活性に重要であることを示している。 
 一方、Hlg2 の Loop1[LukE(L1)Hlg2]を持つ LukE 変異体は細胞障害活性がやや減少
したことから、Loop1 が活性に補助的に働くことが示された（Fig. 5-1）。Tam らは、
タモシャンターなどは、LukE の rim ドメインの K64GSGYE69を含む領域をインフレー
ムで欠失させた突然変異体の解析から、これらの残基が CCR5 へのターゲッティング
と細胞毒性のために必要とされることを示した。ところが K64以外のこの領域は本論
分で解析している Loop1（G64SGYEL69）と重なっている。しかし LukE と Hlg2 間での
Loop1 の置換の細胞障害活性への影響は小さく、むしろこの領域が交換可能であるこ
とを示している。従って、K64GSGYE69の「欠失」はこれらの残基の性質によるもので
はなく、間接的に細胞障害性に影響した可能性が考えられる。対照的に、Loop2 及び
Loop3 の Hlg2 または LukS-PV の置換は、低用量（0.03-0.1 の μg/ml）の毒素添加で部
分的に細胞毒性活性を増加させた(Fig. 5-2)。 
 以上の結果、LukE と LukD による細胞傷害活性にはヒト赤血球の場合と同様に
LukE の Loop4 が重要であることが示された。 
 
5-3-2 Hlg2 の LukE 型変異体の障害活性 
 
 続いて LukE-Loop4 の CCR5 依存的細胞障害活性への重要性を確認するため、リン
パ球に対する活性を持たないとされている γ ヘモリジンの Hlg2 に LukE の loop4 を導
入した置換体の CCR5 異存的細胞障害活性検討した。 
 ここでは、Hlg2 と LukE をコントロールとし LukD とともに mock 細胞に作用させ
CCR5 を持たない CHO 細胞にはいずれも作用しないことを確認した（Fig. 5-3）。 
 LukE は LukD とのペアで CCR5 依存的細胞傷害活性を示す一方で Hlg2 は極めて低
い活性に留まり、特異性が存在することが確認できた（Fig. 5-3）。 
ところが予想外にCCR5認識に重要な LukEのLoop4をHlg2に導入したHlg2(L4)LukE
は、LukD とともに作用させても Hlg2 と同程度の活性しか示さなかった（Fig. 5-3）。 
 そこで私は Hlg2 の本来のペアである LukF を用いて同様に実験を行ってみた。こ
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の場合も mock 細胞を用いて CCR5 無しでは活性を示さないことを確認した（Fig. 5-
4） 
驚いたことに、LukF とのペアにした所、Hlg2(L4)LukE ばかりか Hlg2 も CCR5 依存的
細胞障害活性が確認された。 
 以上の結果、Hlg2 を対象とした系では LukE の Loop4 が CCR5 依存的細胞障害必須
であることは証明できなかったが、Hlg2 と LukF からなるγヘモリジンが CCR5 依存
的細胞障害活性をもつという、新たな知見を得ることができた。 
 以上まとめると、Hlg2 の Loop4 を持つ LukE 変異体を LukD とともに hCCR5/CHO
細胞に作用させた際に細胞毒性活性が減少したことから、CCR5 介した細胞毒性に対
しても LukE の Loop4 が重要であることが明らかになった。赤血球認識に関しては異
なるアミノ酸配列を持つ LukE の Loop4 と Hlg2 の loop4 が共に DARC の細胞表層に
例示されているルーブ部位と相互作用すると考えられており、それぞれが認識する
DARC の領域が同じなのか、あるいは異なるのかに興味が持たれる。 
 さらに、LukED だけでなく Hlg も hCCR5/CHO 細胞に対して細胞毒性を発揮するこ
とを見いだした。この結果は LukE と Hlg2 の Loop4 が、さらに別のレセプターCCR5
を認識している可能性を強く示唆している。両毒素は、好中球の上の CXCRs とリン
パ球の上の）を共有しており、レセプターがいずれも同じファミリーに属する分子で
あることから、「毒素側の 2 種類の Loop4 配列」と「3 種類のレセプター」がお互い 
に認識しうる、複雑な相互作用が存在すると考えられる。 
 一方、Hlg2 の CCR5 に依存する細胞毒性は、F-成分に影響を受けた。F 成分が活性
に影響することは赤血球に対しても観察されている（第四章）。これは各成分が吸着
した後、標的細胞表面での F-成分と S-成分の間の、リング形成に関わる相互作用の差
が関与しているのかもしれない。さらに Hlg2 と LukF が hCCR5/CHO に対して細胞障
害性を示すにもかかわらず、これまで CCR5 を持つリンパ球に作用しない、とされて
いたことは、リンパ球表面への Hlg2 や LukF の結合性能力に加え、安定性なども関与
している可能性がある。 
 このように、黄色ブドウ球菌の二成分性毒素の細胞特異性はこれまで S-成分に起因
すると考えられていたが、実際には F 成分との組み合わせも関与する、複雑な機構で
あることが示唆された。この機構を理解するためには、毒素成分とそれらのレセプタ
ー分子との相互作用、及び S 成分と F 成分間の相互作用の機構などを、さらに解析す
る必要がある。 
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Fig. 5-1. LukD と組み合わせた LukE 変異体の hCCR5 を発現する CHO 細胞に対する
細胞障害活性(1). 
 
LukE の Loop1 と Loop4 変異体による細胞障害活性。hCCR5 を発現する CHO 細胞
に対する様々な S 成分変異体の細胞傷害活性は種々の濃度の LukE 突然変異体および
LukD（1：1 の比）との 1 時間のインキュベーションした後に測定した。エラーバー
は、3 回測定の標準偏差を表す。 
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Fig. 5-2. LukE 変異体の細胞障害活性(2). 
 
LukE の Loop2 と Loop3 変異体による細胞障害活性。hCCR5 を発現する CHO 細胞
に対する様々な S 成分変異体の細胞傷害活性は種々の濃度の LukE 突然変異体および
LukD（1：1 の比）との 1 時間のインキュベーションした後に測定した。エラーバー
は、3 回測定の標準偏差を表す。 
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Fig. 5-3. LukD と組み合わせた Hlg2 の Loop4 変異体の hCCR5 を発現する CHO 細胞
に対する細胞傷害活性. 
 
hCCR5 / CHO 細胞に対する LukD と組み合わせた S 成分の細胞傷害活性。 (B)模擬
細胞に対して LukD を使用した場合の細胞傷害活性を示す。 エラーバーは、3 回測定
の標準偏差を表す。 
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Fig. 5-4. LukF と組み合わせた Hlg2 の Loop4 変異体の hCCR5 を発現する CHO 細胞に
対する細胞傷害活性. 
 
hCCR5 / CHO 細胞に対する LukF と組み合わせた S 成分の細胞傷害活性。 (B)模擬
細胞に対して LukF を使用した場合の細胞傷害活性を示す。 エラーバーは、3 回測定
の標準偏差を表す。 
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第六章  総括 
 
1. LukED は幅広い哺乳類赤血球に対して溶血活性を示した。その強度には種差が
あり、また Hlg に比べ多量の毒素を必要とした。 
 
2. LukD と組み合わせた場合、LukE の Loop4 領域はヒト赤血球への結合および溶
血活性に最も重要である。Loop2 はヒト赤血球への結合を補助して溶血に貢献す
る。しかし Hlg2 で Loop4 の完全な互換性はなかった。 
 
3. LukS−PV および Hlg2 と LukE との間の Loop4 置換変異体の溶血活性は F型成分
との組み合わせで変化した。 
 
4. LukE の Loop4 は hCCR5 に対する細胞傷害活性にも関与する。hCCR5 依存的な
細胞障害活性は F 成分との組み合わせでも変化し、Hlg2 と LukF が hCCR5 異存
的細胞障害活性を示すことを見いだした。 
 
5. 今後はレセプター-毒素間や、毒素成分間の相互作用の更なる解析が必要となる。
その基盤となる知見が得られた。 
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